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Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 19, 8. 1—29 (1953). 


(Aus dem Staatsinstitut fiir Allgemeine Botanik und dem Botanischen Garten, 
Hamburg.) 


Beitrage zur Kenntnis von Hyphomicrobium vulgare 
STUTZER et HARTLEB*. 


Von 
WALTER MEVIUS jr. 


Mit 27 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 29. Januar 1953.) 


A yphomicrobium vulgare wurde verschiedentlich in Rohkulturen von Nitrifikan- 
ten gefunden; eine Ubersicht der alteren Literatur gibt Boursss, der sich 1934 im 
Rahmen einer Arbeit tiber nitrifizierende Bakterien naher mit diesem Organismus 
beschaftigte, 1936 seine Untersuchungen fortsetzte und vor allem nach der morpho- 
logischen Seite hin erweiterte. Ihm fielen beim Mikroskopieren von Belebtschlamm 
_ diinne Faden auf, die aus den Fléckchen hervorragten, aber ungefarbt im Hellfeld 
nicht sichtbar waren. Sie erwiesen sich als die bekannten Anhangsel von Hypho- 
microbium. Spater fand er diesen Organismus auch in Anreicherungen von Nitri- 
fikationsbakterien. Ebenso soll er sich aus langsam tropfenden, wenig gebrauchten 
Wasserhahnen gut isolieren lassen. Er nahm an, daB Hyphomicrobium ahnlich wie 
Bac. oligocarbophilus in der Lage sei, von den organischen Verunreinigungen der Luft 
zu leben. Auch Hus (1937) wies in seiner Arbeit tiber Salpeterbakterien auf diesen 
Organismus hin. Endlich fand auch BomEKs (1939) Hyphomicrobium in Kulturen. 
von Nitrifikanten. Die Abtrennung von Nitrobacter aus diesen Mischkulturen stieB 
jedoch auf die gré8ten Schwierigkeiten. StEPHENSON (1950) erwahnt Hyphomicro- 
biwm als heterotrophe Verunreinigung in Kulturen autotropher Salpeterbakterien, 
die sich trotz mehrfachen Uberimpfens auf anorganischen Medien hartnackig halt. 

Die systematische Stellung von Hyphomicrobium ist noch auBerst unklar. 
StuTzER u. HaRTLEB (1898) gaben an, daB es sich von den Bakterien in morpho- 
logischer Hinsicht durch die Ausbildung von Hyphen und die Art der Vermehrung 
unterscheide. Schon der Name selbst sollte eine Verwandtschaft mit den Faden- 
pilzen andeuten, von denen es ihrer Auffassung nach jedoch in physiologischer Hin- 
sicht deutlich abweicht, indem es u. a. nicht auf Zucker wachst und empfindlich 
gegen freie Saure ist. HNLows (1920) ordnete es als Monotyp innerhalb der Bakterien 
ein. HenrRIcI und JOHNSON (1935) stellten Hyphomicrobium in eme neue Ordnung 
gestielter Bakterien. Bottszs (1934) betonte mit Recht, da eine einwandfreie 
systematische Eingruppierung noch nicht mdglich sei. Er hielt es fiir wahr- 
scheinlich, daB dieser Organismus einen Ubergang zwischen Bakterien und Phyco- 
myceten darstelle. SranteR u. vAN NiEx (1941) stellten Hyphomicrobium zu den 
Pasteuriaceae und somit in den Anhang der Schizomycetes. In ,,Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology“ (1948) findet sich Hyphomicrobiwm in Anlehnung an 
STANIER u. VAN Nrex als Anhang der Unterordnung der Caulobakterien. Diese Unter- 
bringung ist aber nur ein Notbehelf und sagt nichts iiber die wirklichen verwandt- 
schaftlichen Beziehungen aus. Auch RrppEL-BaLpEs (1952) glaubte, daf die systema- 
tische Einordnung innerhalb der eigentlichen Bakterien noch verfritht und unsicher sei. 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Hamburg 1952. 
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Ausgangspunkt meiner Untersuchungen war die auffallende Tatsache, 
daf& Hyphomicrobium einer der beharrlichsten Begleiter nitrifizierender 
Bakterien ist. Auch der von mir untersuchte Stamm fand sich als Ver- 
unreinigung in einer Nitritbildnerkultur. Das haufige gemeinsame Vor- 
kommen zwingt zu der Frage, wie wir uns das Zusammenleben vorzu- 
stellen haben, zumal SrrpHENSON (1950) betont, daB eine Trennung auch 
bei Verwendung reinster Chemikalien und mehrfach destilliierten Wassers 
auf Grund der selektiven Eigenschaft der Wryoarapskyschen Nitri- 
fikations-Nahrlésung nicht méglich sei. Lebt Hyphomicrobium vielleicht 
von organischen Stoffen, die die Salpeterbakterien ausscheiden? Oder 
miissen wir uns das Zusammenleben so vorstellen, dah Hyphomicrobium 
ahnliche Anspriiche an das Milieu stellt wie die Nitrifikationserreger ? 
Es ware z. B. denkbar, da es autotroph lebt und in der Lage ist, die 
freie Kohlensaure ebenso zu assimilieren wie die Nitrifikationsorganismen, 
wobei die dafiir notwendige Energie vielleicht aus der Oxydation der 
eben erwaihnten organischen Stoffe stammt. Es war der Zweck meiner 
Untersuchungen, Licht in diese Fragen zu bringen. 


Herkunft, Isolierung und mikroskopisches Aussehen. 

Zur Isolierung von Hyphomicrobium diente eine Nitrosomonas-Rohkultur, die 
aus einer Schlickprobe des Elbufers dicht westlich der Anlegebriicke ,,Alte Liebe“ 
in Cuxhaven gewonnen worden war. Die Reinzucht gelang nach der von ENGEL 
u. SkaLLav (1937) fiir Salpeterbakterien angegebenen Methode und anschlie- 

rh Bendem mehrfachen Umziichten auf 
+ e Hefewasser und einer auch in den fol- 
se genden Versuchen verwendeten syn- 
thetischen Nahrldsung — ahnlich den 
Angaben von BotrseEs (1935) —: Na- 
Formiat 1g, KNO, 1 g, KH,PO, oder 
Na,HPO, 1g, NaCl0,5g, MgSO,-:7H,O 
0,5g, FeSO,-7H,O 10mg, MnSO,:-4H,O 
1 mg, Aq. dest. 1000 cm (ohne 
HCOONa-Stammlésung). 

Der pxu-Wert wurde mit NaOH auf 
etwa 7,2—7,5 eingestellt. Als Kultur- 
gefaBe dienten 100 cm’-ERLENMEYER- 
Kolben aus Jenaer Glas, in denen die 
Flissigkeit — zur geniigenden Sauer- 


FZ stoffversorgung — nur 1 em hoch stand. 
vf Anzuchttemperatur 30—37° C. Uber 
¢ 7M den Hals der mit Watte verschlossenen 
Kolben wurde eine Staniolkappe ge- 

a age : : 
Abb.1. Hyphomicrobium vulgare. Hyphen mit- stiilp t, um die Gefahr des Eindringens 
tels GeiBelfiirbung nach GRAY sichtbar gemacht. von Fremdorganismen sowie die der 
Am Ende eines kurzen Seitenzweiges findet sich Eindunstung der Nahrlésung bei der 


ein Knépfchen, mehrere Wochen dauernden Kultur auf 


ein Minimum herabzusetzen. Eine so lange Kulturdauer war erforderlich, da H ypho- 
microbium, ahnlich wie die nitrifizierenden Bakterien, nur sehr langsam wachst. 
Als Reinheitskriterium diente neben dem lichtmikroskopischen Bild das Ausbleiben 
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einer Triibung von Fleischextraktbriihe und Hefewasser. Zwar erfolgte auf diesen 
Substraten schwache Vermehrung, die aber nicht mit der bekannter, heterotropher 
Organismen zu vergleichen war. Der sich nach mehreren Tagen auf der Oberflache 
bildende feine, fast weiBe Film bestand lediglich aus den durch Hyphen miteinander 
verfilzten Zellen von Hyphomicrobium. Notwendig erschien es aber, daB verhiltnis- 
mabig stark geimpft wurde. 


pais Rete te Rect gic rea 
. Hyphomicrobium vulgare. Sowohl in den Zellen wie in der Hyphe zeigt sich eine 
Innenstruktur. Elektronenoptisch. (ENGEL u. MEVIUS jr. 1951.) 


Abb. 2 


Was die Verbreitung von Hyphomicrobium betrifft, so wurde sein 
Vorkommen in folgenden Boden- und Wasserproben festgestellt: Bota- 
nischer Garten Hamburg, Komposthaufen; Wedel/Holstein, Sandboden; 
Elbe bei Cuxhaven; Burgstein- 
furt/Westf., Waldboden; Lissa- 
bon, lehmiger Sand; Geisecke/ 
Ruhr, sandiger Lehm; Ruhrstau 
bei Geisecke. Nicht gefunden 
wurde es lediglich in einer Acker- 
bodenprobe aus Schweden. Der 
Organismus ist also, wie auch 
schon von anderen Autoren be- 
tont wurde, ein sehr verbreiteter 
Bewohner des Bodens und Was- 
sers. 

Da iiber das mikroskopische 
BilddesvonmirisoliertenStam- ! snail aE 
mesvonH yphomicrobiumbereits — *Y?* ee ce ae a 
eingehend berichtet worden ist 
(ENGEL u. Mrvius jr. 1951), seien hier nur kurz einige erginzende Hin- 
weise gegeben. Bei Anwendung von Methoden der Geifelfarbung farbten 
sich die Hyphen besonders gut, und ich konnte bestatigen, dafi neben 
den normalen Hyphen auch solche mit Verzweigungen vorkommen. Ge- 
legentlich war an den Enden der Verzweigungen ein Knopfehen sicht- 
bar (Abb. 1). Uber den Aufbau der Hyphen liefen sich aber nach dieser 
Methode keine Aussagen machen. Im Elektronenmikroskop zeigten die 
Hyphen ,,auf ihrer ganzen Linge eine Gliederung in dunklere und hellere 
Partien in mehr oder weniger regelmiBiger Reihenfolge* (ENGEL u. Mn- 


vius jr. 1951) (Abb. 2 u. 3). 


Be 


1* 
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In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB JaKkop (1947) tiber- 
raschend ahnliche Strukturen bei elektronenoptischen Aufnahmen von Lues-Spiro- 
chiiten gefunden hat. ScHLOSSBERGER, JAKOB u. PIEKARSKI (1950) nahmen an, daB 
bei den Spirochiten auf der Lange der ,,Spiralen“‘ mehrere Nucleoide verteilt sind. 
Geradezu verbliiffend ahnlich sind auch die elektronenoptischen Aufnahmen Ja- 
KoBs (1947 a) von Leptospira canicola. Bei einem seiner Stémme trat nach jahrelanger 
Kultur plotzlich eine ,,S-Form“ auf. Die Leptospire war jetzt nicht mehr geschlan- 
gelt, sondern glatt und bildete an ihrem Ende eine ,,Knospe“ aus. Diese Formen 
sehen im Elektronenmikroskop Hyphomicrobium in der auBeren Form sowie in 
ihrem inneren Aufbau tauschend ahnlich und entsprechen diesem auch in ihrer 
GréBe, so daB der Eindruck entsteht, es kénnte sich hier um eine Verunreinigung 
von Leptospira canicola mit Hyphomicrobium gehandelt haben. 


Fortpflanzung. 


BoxtseEs (1936) hat das Wachstum der sich am freien Ende der Faden 
ausbildenden Knoépfchen im Dunkelfeld bei Kulturen auf sehr diinnen 
Agarplattchen verfolgt. Es gelang ihm merkwiirdigerweise nicht, Hypho- 
microbium unter dem Mikroskop in Nahrlésung, z. B. im ,,hangenden 
Tropfen“ zur Entwicklung zu bringen. Wie spater noch ausfiihrlich be- 
richtet werden wird, stellt Methanol ein noch geeigneteres organisches 
Substrat als Na-Formiat dar. Ich verfolgte daher in diesem Medium die 
Entwicklung von Hyphomicrobium und benutzte zur Beobachtung das 
Phasenkontrastverfahren (Firma E. Leitz). 

Das Praparat befand sich auf einem Heiztisch bei 37° C. Neben der visuellen 
Beobachtung wurden als Beleg Serien photographischer Aufnahmen mit Hilfe des 
Mikroansatzes (Stutzen 14 fach) und der Leica hergestellt. Als Film bewahrte sich 
am besten der ,,Micro-File‘‘ der Eastman-Kodak Company, Rochester, N. Y., USA, 
in Verbindung mit einem strengen orange Lichtfilter. Beim Phasenkontrastver- 
fahren war die Verwendung des ,,hangenden Tropfens** wegen seiner Linsenwirkung 
nicht giinstig, da dann eine Justierung nur sehr schwer zu erreichen ist. Zihlkam- 
mern eigneten sich auf Grund der relativ grofen Schichtdicke des Priaparates nicht. 
Der Phaseneffekt ist desto besser, je dinner das Objekt ist. Nach vergeblichen Ver- 
suchen, flachere Kammern herzustellen, wurden schlieBlich normale Objekttrager 
und groBe Deckgliser verwendet, zwischen die, nach dem Sterilisieren, mit der 
Platinése einige Tropfen einer 1—2 Tage alten Kultur gebracht wurden. Zur Sauer- 
stoffversorgung der Organismen befanden sich einige Luftblasen unter dem Deck- 
glas. Gegen Austrocknen wurde das Praparat mit Paraffin umrandet. 

Ks zeigte sich das in den Abb. 4—7 wiedergegebene Bild!: Am freien — 
Ende der polar ansitzenden, meist unverzweigten Hyphe bildet sich 
langsam ein kleines Knopfchen, das in etwa 10—15 Std zu einer lang- 
lichen, leicht gekriimmten Tochterzelle heranwichst, die meist etwas 
linger und schlanker ist als die Mutterzelle. In ihrem Inneren befindet 
sich, ebenso wie auch in der Mutterzelle, ein lainglich-rundlicher, stirker 
lichtbrechender Korper (siehe auch ENa@et u. Mryrus jr. 1951). Nach 
einiger Zeit beginnt die Tochterzelle plétzlich lebhaft zu zappeln, um 
dann fast ebenso schlagartig wieder zur Ruhe zu kommen. Dieses Spiel 


Die tibrigen Originalaufnahmen kénnen in der Dissertation eingesehen werden. 
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wiederholt sich noch mehrfach, bis sich die Zelle schlieBlich losreiBt und 
sehr schnell, anscheinend mehr oder weniger unter Drehungen um die 
eigene Achse, im Zickzackkurs davonschwimmt. Nach Aaa bildet 
sich an der gleichen Hyphe erneut ein Knépfchen, welches wieder im 
Laufe von 10—15 Std zu einem Schwirmer heranwachst, der sich los- 
reiBt und fortschwimmt. Am Ende einer Hyphe werden also mehrfach 


Abb. 6. Abb. 7. 


Abb. 4—7. Die Serie von Aufnahmen zeigt die Entwicklung von Hyphomicrobium in einer etwas 

Alteren Kultur. Besonders schén ist das Wachstum der Tochterzellen bis zum fertigen Schwirmer 

bei den drei aufeinander zulaufenden Hyphen sowie den am oberen Bildrande liegenden einzelnen 

Zellen zu verfolgen (siehe Pfeile). An dem freien Hyphenende (Abb. 4) bildet sich zunaichst ein 

kleines Knopfchen (Abb. 5), welches zu einem leicht gebogenen Schwirmer heranwachst (Abb. 6), 
sich dann loszappelt und fortschwimmt (Abb. 7). 


hintereinander — Boxrszs (1936) gibt fiir Agarplatten bis zu achtmal 
an — Schwirmer ausgebildet. Eine andere Vermehrungsart, etwa durch 
einfache Querteilung der Zellen, konnte ich nicht beobachten. 


6 W. Mevtvs jr.: 


Damit war es, im Gegensatz zu BotrsEs (1936), gelungen, die Ent- 
wicklung der Tochterzellen an den Hyphenenden von Hyphomicrobium 
auch in fliissiger Kultur am lebenden Objekt zu beobachten. Die 
GeiBeln der Schwiirmer konnten auch mit spezifischen Geifelfarbungs- 
methoden nicht einwandfrei nachgewiesen werden. Lediglich im Dunkel- 
feld konnte zeitweise an dem der Hyphe entgegengesetzten Pol der 
Tochterzelle ein heller Hof beobachtet werden, der von einer schnell 
schlagenden GeifBel zu stammen schien. 


Lebendaufnahmen der Schwarmer sowie ihrer Bewegungen lieBen sich auf Grund 
der sehr schnellen Beweglichkeit nicht herstellen. Die erforderlichen Belichtungs- 
zeiten bedingten sehr starke Lichtquellen, wie sie selbst bei Gleichstrom-Bogen- 
lampen nicht gegeben waren. Auch die von Merzner (1920) angewandte Methodik, 
mit Hilfe der stroboskopischen Beleuchtung die schnellen Bewegungen sichtbar zu 
machen, war in Verbindung mit dem Phasenkontrastverfahren nicht gangbar. Viel- 
leicht werden Aufnahmen dieser Art méglich sein, wenn ein Elektronenblitz mit 
seiner sehr starken Lichtintensitat auch fiir die Mikroskopie zur Verfiigung steht. 


Physiologie. 
Methodisches zur BARCROFT-WARBURG- A pparatur. 


Um einen Einblick in den Stoffwechsel von Hyphomicrobium zu be- 
kommen, tiber den bisher nur recht vage Vorstellungen bestehen, die 
sich zudem bei den verschiedenen Autoren auch noch widersprechen, 
priifte ich zunichst den Gaswechsel des Organismus in der BARCROFT- 
WarsurG-Apparatur (Firma B. Braun, Melsungen). Bei dem langsamen 
Wachstum von Hyphomicrobium und dem zu erwartenden Gaswechsel 
muBten die Versuche auf 3—10 Tage ausgedehnt werden. 


Ich arbeitete mit Differentialmanometern, die nach den Angaben von BOMEKE 
(1939) am unteren, umgebogenen Teil gedffnet waren und hier einen Gummischlauch- 
verschlu8 mit Quetschschraube besaBen, wie er an einfachen Manometern all- 
gemein vorhanden ist (Abb. 8). Gerate ahnlicher Bauart benutzten, wenn auch zu 
anderem Zweck, WaRBURG u. KuBowrrTz (1928) sowie DicKENS u. GREVILLE (1933). 
Auf die Vorteile dieser Apparatur hat bereits BOMEKrE (1939) hingewiesen, und ich 
kann seine Angaben nur bestiitigen. Die mir zur Verfiigung stehenden Manometer 
besaBen einen Capillarquerschnitt von etwa 1 mm?. Eine Verringerung auf 0,2 mm? 
wiirde bei gleichem Gasumsatz eine erhebliche Vergré8erung der Ausschlage bedeu- 
tet haben. Gerade dies wire fiir das Arbeiten mit Hyphomicrobium mit seinem 
relativ trigen Gaswechsel aiuferst erwiinscht gewesen. Leider waren empfindlichere 
Manometer nicht zu erhalten. Als Reaktionstrége wurden GefaiBe aus Jenaer 
Durobax-Glas der Firma B. Braun, Melsungen, Form Ia, verwendet. 

Die gebildeten bzw. verschwundenen Gasmengen wurden aus den Druckdiffe- 
renzen von jeweils zwei Differentialmanometern berechnet. Dabei arbeitete ich teils 
mit verschiedenen Mengen Fliissigkeit, jedoch gleichen Zellmengen, also ungleichen 
Zellkonzentrationen, teils mit verschiedenen Mengen Fliissigkeit und verschiedenen 
Zellmengen, jedoch gleichen Zellkonzentrationen (GArFRON 1929). Nach Beendi- 
gung eines jeden Versuches testete ich das Substrat durch Abimpfen auf Bouillon 
und Hefewasser auf Reinheit und priifte es auBerdem mikroskopisch. Ergebnisse 
aus Ansitzen, bei denen sich eine Verunreinigung zeigte, blieben unberiicksichtigt. 
Den px-Wert bestimmte ich mittels Merck -Spezial-Indicatorpapier. Er lag um 
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7,2. Die Temperatur des Wasserbades betrug bei den ersten Versuchen 37° C, spiater 
30° und 25°, da sich bei hoherer Temperatur infolge starken Absinkens der Raum- 
temperatur nachts in den Capillaren, soweit sie aus dem Wasserbad ragten, 
Kondenswasser ansammelte, was zu Verstopfungen und damit zu Ablesefehlern 
fiihrte. Die Sterilisation der ReaktionsgefiBe erfolgte in einem Becherglas mit 
Deckel 30 min bei 1 atii stromendem Dampf im Autoklaven, die der Glasgeriite 
(Pipetten, Zentrifugiergliser usw.) im Trockensterilisator 120 min bei 180° C. 

Die gréBte Gefahr durch Fremdinfektion drohte den Kulturen wihrend des 
Zentrifugierens. Um sie herabzusetzen, wurden die Zentrifugiergliser mit Deckeln 
(Stanniolkappen) versehen. Die Manometer selbst wurden mehrfach mit Alkohol 
abgewaschen, abgeflammt und auBerdem von Zeit zu Zeit im Autoklaven sterilisiert, 
da sich gezeigt hatte, daB sich in den Schliffen und 
den benachbarten Capillarstiicken Pilze entwickelten 
(vermutlich auf dem Hahnfett und der Brodiefliissig- 
keit). Trotz aller VorsichtsmaBnahmen fielen noch et- 
wa 50% aller Versuche durch Verunreinigungen aus. 
Als Dichtungsmittel fiir die Schliffe fand anfangs 
Adeps lanae, spater Silicone Verwendung. 


Atmungsquotient. 


In der Literatur finden sich bisher keinerlei 
Angaben iiber den Gaswechsel von Hyphomi- 
crobium. Es wachst auf Ameisensaure, Essig- 
siure, Methanol, Glycerin und anderen relativ 
einfach gebauten organischen Verbindungen. 
Es entwickelt sich aber auch in der rein mine- 
ralischen Nahrlosung nitrifizierender Bakterien 
und lebt an so energiearmen und ausgefallenen 
Standorten wie langsam tropfenden Wasser- 
hahnen (BottsEs 1936). Es ist aber nicht be- 
kannt, wie die organischen Stoffe abgebaut 
werden, ob dazu Sauerstoff benotigt wird, bzw. 
wieviel Kohlensiure gebildet wird und ob da- 4, oa, ie ee 
neben noch andere Gase entstehen. ter mit Gummischlauchver- 

Ich untersuchte zunichst, ob fir denAbbau *°™04 und Quetschschraube. 
solcher Stoffe, auf denen Hyphomicrobium wiichst (Ameisensaure, Essig- 
siure u. a.), Sauerstoff bendtigt wird und ob das Endprodukt des Stoff- 
wechsels CO, ist. Der Atmungsquotient muBte dann bereits gewisse Ein- 
blicke in die Art des Abbaues gewahren. 


Hyphomicrobium wurde in 100 cm3-ERLENMEYER-Kolben auf 20 em®* der eingangs 
erwahnten mineralischen Stammlisung geziichtet, der 0,1% der zu priifenden orga- 
nischen Stoffe zugesetzt war. Nach 2—4 Wochen wurde der Inhalt der Kélbchen 
abzentrifugiert, der Niederschlag in neuer, steriler Nahrlésung (20 cm?) aufge- 
nommen und 3 bzw. 5 cm® dieser Suspension in die Atmungstroge der WARBURG- 
Apparatur gebracht. Diese Versuche liefen ohne Kalilauge in den dafiir bestimmten 
Finsitzen der ReaktionsgefaBe, da sich herausgestellt hatte — wie weiter unten 
noch naher berichtet wird —, daB bei Gegenwart von KOH kein Gaswechsel 


stattfindet. 
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Bei Verwendung von Ameisensiure, Essigsiure, Glycerin, Methanol und 
Athanol war stets eine Druckabnahme zu beobachten. Unter der Voraus- 
setzung, daB Hyphomicrobium nicht in der Lage ist, den freien Luftstick- 
stoff zu binden (wofiir keinerlei Anhaltspunkte in der Literatur zu finden 
sind), konnte unter den gegebenen Umstiinden die Druckabnahme nur 
auf einer Sauerstoffaufnahme beruhen (Abb. 9—11). Die Berechnung des 
Sauerstoffverbrauches ergab bei Na-Formiat, Na-Acetat sowie bei Glyce- 
rin typische Wachstumskurven. Sie zeigen, dab auf den gepriiften Sub- 
stanzen neben der O,-Aufnahme auch eine Vermehrung der Zellen erfolgte. 

Der Nachweis der gleichzeitigen CO,-Abgabe in der tiblichen Weise 
durch Zusatz von 0,5 cm? Kalilauge in den hierfiir bestimmten Einsatz 
des ReaktionsgefiBes schlug iiberraschenderweise fehl. Der erwartete 
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Abb. 9. Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxydabgabe von Hyphomicrobium. Energiequelle: Na- 
Formiat; 3 cm* Zellsuspension bzw. 3 cm* Zellsuspension + 2 cm* H,O; Suspension in 
Stammlésung + 0,1% Na-Formiat; Temperatur 30° C. 

Abb, 10, Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxydabgabe von Hyphomicrobium. Energiequelle: Na- 
Acetat, 3 bzw. 5cm* Zellsuspension in Stammlésung + 0,1% Na-Acetat; Temperatur 30° CG, 


hohere Druckabfall gegentiber den Versuchen ohne KOH blieb nicht nur 
aus, sondern es fand iiberhaupt keine oder nur eine sehr geringe Druck- 
verminderung statt, obwohl die Versuchsdauer bis zu 12 Tagen ausge- 
dehnt wurde (Abb. 12). Mehrfache Wiederholung dieser Versuche bewies, 
daB kein Irrtum vorlag. Daraus muBte also geschlossen werden, dab 
der Entzug der Kohlensiiure durch den KOH-Zusatz das Wachstum 
von Hyphomicrobium sistierte. Auch zeigte die mikroskopische Kontrolle, 
dal keine Zellvermehrung stattgefunden hatte. Die Zellen waren schlecht 
firbbar und anscheinend mehr oder weniger geschadigt. Da der py-Wert 
in den einzelnen Versuchen zwischen 7,3 und 8,0 lag, sich also von dem 
in den Reaktionstrégen ohne KOH nicht wesentlich unterschied, konnte 
er nicht der Grund des Wachstumstillstandes sein. Ich werde auf diese 
bemerkenswerte Tatsache in einem spaiteren Kapitel noch zuriickkommen. 


0 
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In diesem Zusammenhang sei ein Brief von SturzER an BurRI erwahnt (SturzeR 
u. Harries 1898), in dem er mitteilt, daB nach seinen Beobachtungen das Wachs- 
tum von Hyphomicrobium bei CO,-Entzug unterdriickt wurde. 


Obwohl es mir somit nicht gelungen war, die Abgabe von CO, durch 
Hyphomicrobium unmittelbar zu zeigen, gingen meine weiteren Uber- 
legungen dennoch von der Voraussetzung aus, daB eine solche tatsach- 
lich vorhanden sei. Nimmt man das an, so lassen sich die oben erwahnten 
Versuche tiber Sauerstoffaufnahme auch zur Berechnung der CO,-Ab- 
gabe verwerten (siehe GAFFRON 1929). Man kommt dann zu den in den 
Abb. 9, 10 und 11 eingezeichneten Kurven. 

Aus den Werten fiir O,-Aufnahme und CO,-Abgabe lassen sich weiter 
die Atmungsquotienten berechnen. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, fand ich 
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Abb. 11. Abb. 12. 
Abb. 11. Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxydabgabe von Hyphomicrobium. Energiequelle: 
Glycerin; 3 cm* Zellsuspension bzw. 3 cm* Zellsuspension + 2cm* H,O; Suspension in 
Stammlésung + 0,1% Glycerin; Temperatur 30° C. 
Abb. 12. Druckabnahme beim Wachstum von Hyphomicrobium mit bzw. ohne KOH -Zusatz. 
Energiequelle: Na-Formiat Kulturfliissigkeit 5 cm*; pg 7,5; Temperatur 30° C. 


Tabelle 1. Atmungsquotienten von Hyphomicrobium. 


Atmungsquotient 


Energiequelle Versuchsbeginn sofandenee Metre ies 
Na-Formiat pyveatan | 2,08 | 2,00 
DAN sy ie 1,96 
Dove OL 1,89 
Na-Acetat .. . 20. 1. 51 1,02 1,00 
6. 3. 51 1,08 
9. 3. 51 0,96 
Glycerin a 13. 3.51 0,845 0,856 
23. 3. 51 0,864. 


25. 3. 51 1,07 


fiir Ameisensiiure den Wert von etwa 2, fiir Essigsiure 1 und Glycerin 
0,9. Das sind Werte, die unter der Annahme zu erwarten sind, daB der 
Abbau der organischen Energiequellen nach folgenden Gleichungen bis 


zu CO, und H,O durchgefiihrt wird: 
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2HCOOH +0, = 2C0,+2H,0 
CH,COOH + 20, = 2C0, + 2H,0 
2CH,OH - CHOH - CH,OH +70, = 6CO, + 8H,0. 

Wir diirfen aus dieser guten Ubereinstimmung zwischen Theorie und Ex- 
periment den SchluB ziehen, dali H yphomicrobium die ihm gebotenen 
Energiequellen tatsichlich in der genannten Weise abbaut. Diese Uber- | 
einstimmung kann kein Zufall sein, sondern mu als Beweis fiir das Vor- 
handensein einer CO,-Abgabe angesehen werden. 

Allerdings war die Ubereinstimmung nicht immer so gut wie in Tab. 1, 
sondern in manchen, wenn auch in der Minderzahl bleibenden Versuchs- . 
ansitzen traten erhebliche Abweichungen auf, fiir die ich einstweilen 
keine Erklarung habe. So wurde auf Oxalsaure in einigen Ansiitzen der 
theoretische Wert CO,/O, = 4 gefunden, in anderen dagegen Werte | 
zwischen 2 und 3. Auch Ameisensiure lieferte mitunter véllig abweichende ~ 
Quotienten. Aber es darf, wie schon betont wurde, nicht iibersehen wer- — 
den, da® der Druck in den ReaktionsgefiiBen infolge des tragen Stoff-— 
wechsels von Hyphomicrobium nur sehr langsam abnahm und die Appa- 
ratur fiir diese Versuche verhiltnismiBig wenig empfindlich war. Fehler- 
quellen der verschiedensten Art machten sich daher auBerst stérend be- 
merkbar. 

Weiterhin konnte beobachtet werden, da der Atmungsquotient wah-_ 
rend des Versuches nicht konstant bleibt, sondern sich, besonders gegen 
Ende des Versuches, langsam andert. Offenbar geht bei Ersch6pfung der_ 
Energiequelle die Substratatmung langsam in Restatmung uber, der 
zelleigene Stoffe mit anderen Atmungsquotienten zugrunde liegen, Ks 
ist daher fiir die Berechnung des Atmungsquotienten nicht gleichgiiltig, 
zu welchem Zeitpunkt man sie vornimmt. Die oben angegebenen Werte 
sind fiir den Zeitraum vom 2. bis zum 3. Versuchstag berechnet. Der erste 
Versuchstag zeigte meist so kleine Ausschliige an den Manometern, dal 
der Ablesefehler zu groB wurde und daher eine Berechnung des RQ- 
Wertes illusorisch war. 


Weitere Versuche hatten zum Ziel, den Atmungsquotienten bei Verbindungen — 
init hdherem Molekulargewicht zu ermitteln. Die hierfiir benutzten Kohlenhydrate 
(Glucose, Mannose, Raffinose usw.) wurden getrennt von der Stammlésung durch | 
fraktionierte Sterilisation im Dampftopf keimfrei gemacht, um so ein Karameli- 
sieren und eine Verschiebung des py-Wertes zu verhindern. Die beobachteten Druck- 
inderungen waren aber, selbst nach mehreren Tagen, so gering, da sie von der 
Veratmung von Verunreinigungen herriihren oder auf Restatmung beruhen konnten. 
Damit findet die Angabe von Boursns (1936) eine Bestiitigung, wonach Hypho- 
microbium Zucker nicht verarbeiten kann. Da wegen der geringen Manometer- 
ausschlige die der Apparatur innewohnenden Fehler sehr ins Gewicht fielen, sei 
auf eine bildliche Wiedergabe dieser Versuche verzichtet. 


Bei den bisherigen Versuchen befand sich die organische Energiequelle 
von Anfang an im Bakterienansatz. Das ist insofern nicht ganz einwand- 
frei, als der beobachtete Gasumsatz nicht allein auf dem Abbau der von 
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auBen gebotenen Energiequellen beruht, sondern diesem auch zelleigene 
organische Stoffe zugrunde liegen kénnen. Jedenfalls blieb dabei unbe- 
kannt, wie sich die beobachtete Atmung quantitativ auf beide verteilte. 
Um hieriiber mehr aussagen zu kénnen, gab ich in den folgenden Versuchen 
die Energiequelle in den seitlichen, dafiir bestimmten Ansatz der Reak- 
tionsgefaie und kippte sie erst wihrend des Versuches zu, nachdem die 
Zellen zunachst in der Hauptsache ihre Restatmung durchgefiihrt hatten. 


Durch diese Art der Versuchsanstellung wurde zudem der EinfluB der organischen 
Energiequelle auf die Atmung noch augenscheinlicher. Nach dem Zentrifugieren 
einer 14 Tage alten Kultur wurden die Zellen in neuer, diesmal rein mineralischer, 
steriler Nahrlésung aufgeschwemmt. Die organische Substanz befand sich als 
meist 1%ige Lésung in dem Seiten- 
ansatz der ReaktionsgefiBe. Nach 900 


einer Versuchsdauer von 2—3 Tagen mm? 
wurde sie der Zellsuspension zuge- £00 T 
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Abb. 13. Sauerstoffaufnahme vonHyphomicrobium; Energiequelle: Na-Formiat; 5cm* Zellsuspension 
Bas ‘ 
(Stammldsung); 1 cm* Zusatz (1% ige Na-Formiatlésung); Temperatur 30° C. 


Abb.14. Sauerstoffaufnahme von Hyphomicrobium; Knergiequelle: Na-Formiat; 5 cm* Zellsuspension 
(Stammldsung); 1 cm® Zusatz (0,25% Na-Formiat); Temperatur 30° C. 


Das Ergebnis einiger solcher Versuche ist in den Abb. 13—15 wieder- 
gegeben. In fast allen Ansdtzen erfuhr die Atmung unmittelbar nach 
Zukippen der organischen Substanz eine sehr beachtliche Steigerung. 
Diese Substratatmung war gegeniiber der Restatmung so groB, dab 
letztere fiir die Berechnung des Atmungsquotienten nicht wesentlich ins 
Gewicht fiel. Das erkennt man besonders deutlich bei den Ans&tzen mit 
gleichzeitiger Kontrolle. (Organische Substanz im Ansatz wurde nicht 
zugekippt.) a 
~ Bei den von mir benutzten Alkoholen erwies sich die obige Versuchs- 
anstellung jedoch als nicht anwendbar. Die Manometer zeigten bereits 
vor Zukippen der organischen Substanz betrachtliche Druckabnahmen 
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(Abb. 16). Es wurde also Sauerstoff verbraucht, obwohl die Nahrlosung 


anfangs keine Energiequelle enthielt. Die Substrat-Atmung von Hypho-— 


microbium muB also durch Uberdestillieren des Alkohols aus dem seit- 


lichen Ansatz in die Nahrlésung unterhalten worden sein. Um aber fest- _ 


zustellen, wie Hyphomicrobium im Augenblick des Alkoholzusatzes rea- 
giert, wurde der Alkohol nach getrenntem Sterilisieren von aufen mittels 
keimfreier Pipette zur Nahrlésung hinzugegeben. Wie man sieht (Abb. 17 
und 18), veratmet Hyphomicrobium die beiden Alkohole ausgezeichnet, 
jedenfalls wesentlich schneller als die entsprechenden organischen Sauren. 
Der Atmungsquotient wurde nicht berechnet, da der Dampfdruck des 
Alkohols als dritte verinder- 
liche Gr6Be in die Formel ein- 
geht. 


Gesamt-Oo-Verbrauch 


Tage 
Abb. 15, Abb. 16. 


Abb. 15, Sauerstoffaufnahme von Hyphomicrobium; Energiequelle: Na-Acetat; 5cm* Zellsuspension 
(Stammlésung); 1 em* Zusatz (1% iges Na-Acetat); Temperatur 30° C, i 


Abb, 16. Druckabnahme wiihrend der Atmung von Hyphomicrobium; 2% iges Methanol im 
Seitenansatz. Kontrolle mit H,O; I und II sind Parallelansiitze. Temperatur 28° C. 


Mit den beiden Alkoholen wurden auch noch folgende Versuche ange- 
stellt: Etwa 500 em* Luft, die mit einer 1°, igen Alkohollésung im Gleich- 
gewicht standen, wurden unter Zwischenschalten eines Wattefilters durch 
die ReaktionsgefiBe gedriickt. Somit stand Hyphomicrobium nach Ver- 
drangen der gewohnlichen Luft nur Alkoholdampf als Energiequelle zur 
Verfiigung. Der Gaswechsel stieg, wie Abb. 19 und 20 zeigen, in den Ver- 
suchsgefaBen sehr schnell an, wihrend sich in den Kontrollen, durch die 
normale Luft gedriickt war, kein Ansteigen zeigte. 


i 
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In welcher Weise der Alkohol aufgenommen wird, ob durch die Kahmhaut als 
Dampf aus dem Gasraum oder erst als Lésung nach Ubertreten in die fliissige 
Phase, kann nicht entschieden werden. 


Tage 
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Abb. 18. Druckabnahme wihrend der Atmung von Hy- 
phomicrobium; bei (*) Zugabe von 1 em? 1% Athanol 
mit Hilfe einer Pipette; 5 cm* Zellsuspension; 
Temperatur 30° C. 


Abb. 17. Druckabnahme wihrend der Atmung von Hyphomicrobium; bei ( t) Zugabe von 1 cm* 
1% Methanol mit Hilfe ciner Pipette; 5 em® Zellsuspension; Temperatur 30° 0, 


kontrolle 


—-~o+-—-0 


ce 


Abb. 20. Druckabnahme wihrend der Atmung von Hy- 
phomicrobium; Energiequelle: Athanol; 5 cm’ Zellsus- 
pension in Stammldésung. Bei (*) wurden durch den 
Reaktionstrog 500 cm® Luft geleitet, die mit einer 


1%igen Athanollésung im Gleichgewicht stand. 


Abb. 19. Druckabnahme wihrend der Atmung von Hyphomicrobium; Energiequelie: Methanol; 
5 cm? Zellsuspension in Stammldsung. Bei ( *) wurden durch den Reaktionstrog 500 em® Luft, 
die mit einer 1% igen Methanollésung im Gleichgewicht standen, geleitet. 
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Energiequellen. 


Bei Verwendung von fliichtigen Alkoholen als Energiequelle in der 
Warsure-Apparatur wurde, wie erwihnt, beobachtet, daB sie bereits 
als Gas verwertet werden kénnen. Deshalb wurden auch noch andere 
fliichtige organische Verbindungen gepriift. 

Mehrere weithalsige Kulturkolben wurden mit rein mineralischer Nahrlosung 
in einen Exsiccator gebracht, in dem sich ein Becherglas mit der jeweils zu priifen- 
den Substanz in wiBriger Lésung befand oder durch den das entsprechende Gas- 
Luft-Gemisch geleitet war. Als Kontrolle diente ein Exsiccator, in dem sich an 
Stelle der Substanzlésung destilliertes Wasser befand. Nach 3—10 Tagen wurde 
das Wachstum mikroskopisch geschatzt. Genauere quantitative Angaben lieBen 
sich nach dieser Methode nicht machen. 

Auf dem Weg iiber die Gasphase kénnen danach aufer Methanol und 
Athanol noch Formaldehyd und wahrscheinlich auch Methan, Chloro-- 
form, Leuchtgas und Essigsiure das Wachstum von Hyphomicrobium 
unterhalten, wahrend Acetaldehyd, Propionsiure, Isobutylalkohol, 
n-Butylalkohol, Butylacetat, Benzol, Benzaldehyd und anscheinend 
auch Ameisensaure hierzu nicht in der Lage sind. Diese Versuche hatten 
aber nur orientierenden Charakter, und ihre Ergebnisse sind daher nicht 
endgiiltig. 

In weiteren Versuchen priifte ich die quantitative Ausbeute an H ypho- 
microbium auf den fliichtigen Energiequellen, die sich als besonders ge- 
eignet fiir das Wachstum erwiesen hatten. Das Ausziihlen der Proben in 
einer Zihlkammer war, da die Zellen mit ihren Hyphen mehr oder 
weniger zu einer Haut verfilzen, unméglich. Die Bestimmung des Kohlen- 
stoffs, wie in den weiter unten angefiihrten Versuchen, war fiir den vor- 
liegenden Zweck zu zeitraubend und daher nicht durchfiihrbar. Es wurde 
schlieBlich das Trockengewicht als Vergleichsmafi verwendet. 

Kin 250 cm-Becherglas mit 25 cm® der mineralischen Nahrlésung stand auf 
einem Glasgestell in einem 1000 cm* Weckglas, dessen Schliff zur Abdichtung mit 
Silicone (DC 44-leicht) eingerieben und dessen Deckel mit einer Feder befestigt 
war. Die iiblichen Gummiringe muBten ausgeschaltet werden, da ihr Verhalten 
gegentiber Dampfen org. Verbindungen nicht bekannt war. Sterilisation im Auto- 
klaven 30 min im strémenden Dampf. Ahnlich wie bei den Exsiccatorversuchen ; 
wurden 10 cm* einer wiBrigen Lésung der zu untersuchenden Substanz mittels’ 
einer sterilen Pipette auf den Boden des Weckglases gegeben und die Nahrlésung 
mit einer Platinése beimpft. 

Bei makroskopischer Betrachtung schien sich die Kulturfliissigkeit am 
dritten Tag nach Beimpfen plotzlich zu triiben. Es zeigte sich aber, dab 
Hyphomicrobium in erster Linie als dichte Kahmhaut auf der Oberfliche 
der Nihrlésung wuchs, ferner auch als Film an den Wiinden der Becher- 
gliser unterhalb der Fliissigkeitsoberfliche; dies war die Ursache der 
, Tribung. Die Nihrlésung selbst war fast frei von Organismen. Der 
Inhalt eines Becherglases wurde nach 8—10 Tagen abzentrifugiert, 
zweimal mit dest. Wasser gewaschen und bei 60° C im Vakuumtrocken- 
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schrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Ergebnis dieser Ver- 
suche zeigt Tab. 2. Methanol stellt also anscheinend die ginstigste 
Energiequelle fiir Hyphomicrobium dar. Bei den 1-C-atomigen Verbin- 
dungen diirfte die Reihenfolge des Wachstums Methanol > Formaldehyd 
> Ameisensdure sein. Die Trockengewichte auf 1/1) mol Methanol und 
"99 mol Formaldehyd — die allein vergleichbar sind — verhalten sich 
wie 1,8: 1, also fast wie die Verbrennungswirmen. Die Ausbeute ist bei 
Methanol am giinstigsten. 


Tabelle 2. Hignung fliichtiger Kohlenstoffverbindungen fiir Hyphomicrobium. 
Ja - 


ah ios Energiequelle ec em? Nie oe gle a Trocken- ‘ ir ies 
Tagen mo cal/mo gew. mg | % 
7 Methanol ohte 10 182,6 8 26 
7 . 1h 10 182,6 | 8,0 26,5 
8 be ae 10 182,6 13 24,1 
13 " ae an 182,6 1,6 52 
10 € 1 earl. 10 182,6 1,5 50 
10 : Veg | 10 182,6 1,5 50 
10 Formaldehyd | 1/;, LOV le: 134,1 kein Wachstum 
8 bs yee Pa UG 134,1 0,8 26,5 
18 A: ft ed O 134,1 0,8 26,5 
10 Ameisenséure | 1/4, 10 69,4 Ox ae 
10 * 1s 10 69,4 0,08 2.7 
6 Athanol caller 10 372,8 0,6 1 
10 | 2 ee 10 372,8 0,6 1 
10 £ 1pegs oe LO 372,8 0,4 6,2 
10 ‘ egteid adi 372,8 gets 8,7 


Als nicht mehr daran zu zweifeln war, dai Hyphomicrobium eine ganze 
Anzahl einfachster organischer Stoffe unter Sauerstoffaufnahme zu oxy- 
dieren vermag, interessierte vor allem die Frage, wieviel Kohlenstoff in 
die Substanz der Zellen eingebaut wird. Dabei wurde zunachst voraus- 
gesetzt, daB dieser zelleigene Kohlenstoff tatsichlich dem von auBen 
gebotenen organischen Substrat entnommen wird. Wir werden weiter 
unten noch sehen, daB diese Voraussetzung keineswegs gesichert er- 
scheint. Da sich Methanol als hervorragend geeignetes Substrat erwies, 
setzte ich die folgenden Versuche nur noch mit ihm an. 

In die bereits oben erwihnten Weckgliser wurde eine bekannte Menge 
— meist 5 bzw. 10 cm? — einer 1% igen Methanollésung gegeben, baw. 
als Kontrolle die gleiche Menge dest. Wasser. Bereits makroskopisch war 
nach wenigen Tagen eine deutliche Abstufung des Wachstums zwischen 
den Kontrollen, der einfachen und der doppelten Methanolmenge zu 
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erkennen. Nach einigen Tagen wurde der Kohlenstoff des Becherglas- 
inhaltes nach der von Enaet (1941) und BomEKeE (1951) angegebenen 
Weise auf nassem Wege durch Verbrennen mit Chromschwefelsaure be- 


rScm’ Reihe | 


Tage Tage i 

Abb.21. Wachstum von Hyphomicrobium ; Abb.22. Wachstum von Hyphomicrobium; Ener-— 

Energiequelle: 5cm* Methanol 1%; giequelle: 5 bzw. 10 em’ Methanol 1%; t 
Temperatur 37° C; py = 7,2. Temperatur 37° C 


stimmt. Nach anfinglichen MiBerfolgen zeigte sich, daB vor der Kohlen- 
stoffbestimmung die Bechergliser zunachst 11% Std in einen Vacuum- 
trockenschrank bei 75° C und 0,95 kg/em? Unterdruck gebracht werden. 

muBten, um etwa noch vorhandenes 


rae Methanol zu entfernen, das bei der 
Bestimmung die gefundenen Wer- 
te verfilschte. Die Zunahme der 

4y Kohlenstoffmenge in Abhangigkeit 
P von der Zeit geht deutlich aus 


Abb. 21 hervor. Die Kurve stellt 
ab eine typische Wachstumskurve dar, 
deren Abklingen nach etwa 8 Tagen 
durch den vélligen Verbrauch des 


0 Methanols bedingt ist. Etwa 30% 
Sem 5cm 7ocm : . a 

Kontrole 4 oy, ah 1% des in Form von Methanol in die 
Methanol Weckgliser gegebenen Kohlenstoffs 


Abb.23. In Hyphomicrobium eingebauter Koh- . . . 
lenstoff (Mittelwerte aus je 3 Bestimmungen). wurden in den Becherglasern wieder- 


Energiequelle: 5 bzw. 10em* Methanollésung; — gefunden. Selbst wenn manannimmt, 
beimpft: 23. 1. 52 baw. 28. 5, 52; C-Best.: ; : 
8. 2. 52 baw. 31. 5. 52; Temperatur 37° C. daf die am ersten Tage gefundenen 
Kohlenstoffmengen auf Verunreini- 
gungen der Nihrsalze zuriickzufiihren sind, iindert sich an dieser Zahl 
praktisch nichts. 


In einer weiteren Versuchsserie sollte festgestellt werden, ob durch 
Verdoppelung der Methanolmenge, bei gleichbleibender Konzentration 
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derselben (Abb. 22, 23), auch ungefihr eine Verdoppelung der Kohlen- 
stoffausbeute zu beobachten war. 

Jetzt erkennt man, da8 unter Beriicksichtigung der Kontrollen (An- 
satze ohne Methanol) die Beziehung zwischen Kohlenstoff in der ge- 
botenen Energiequelle und Kohlenstoff in Hyphomicrobium ungefahr 
eine lineare ist. Hierdurch kénnte der Eindruck erweckt werden, als 
ob Hyphomicrobium seinen Kohlenstoffbedarf allein aus dem Methanol 
gedeckt habe. Ob dies zutrifft, soll aber erst entschieden werden, wenn 
die Frage untersucht wird, welche Bedeutung die Kohlensiiure im Stoff- 
wechsel von Hyphomicrobium spielt. Wir sahen ja bereits, daB in Ab- 
wesenheit von CO, keine Sauerstoffaufnahme und daher wahrscheinlich 
auch kein Abbau des organischen Substrates méglich ist. 


Bedeutung des freien Kohlendioxyds. 


Bereits die manometrischen Versuche hatten die auffallige Tatsache 
ergeben, dafi das Wachstum von Hyphomicrobium bei Entzug des freien 
Kohlendioxyds sistiert wird. Der Organismus braucht offenbar dieses 
Gas, um normal leben zu kénnen. Um in dieser Frage ganz sicher zu 
gehen, setzte ich folgende Versuche an: 

Am 14. 2.51 wurden 8 ErRLeENMEYER-Kolben mit 0,1% iger Na-Formiat-Nahr- 
l6sung, am 23. 2. 51 weitere 8 Kolben mit 0,1%iger Ammoniumoxalat-Nahrlésung 
und als Wiederholung der ersten Serie am 24. 2. 51 erneut 8 Kolben mit 0,1% iger 
Na-Formiat-Nahrlésung beschickt und mit Hyphomicrobium beimpft. Jeweils 
4 Kolben wurden in einem Exsiccator iiber etwa 15° iger Kalilauge untergebracht, 
wahrend die restlichen 4 Kolben jeweils als Kontrolle (ohne KOH) dienten. 


Nach einem Aufenthalt von einer Woche im Brutschrank bei 37° C 
zeigte sich bei mikroskopischer Beobachtung in den CO,-Mangelkolben 
kein Wachstum, wahrend sich Hyphomicrobium in den Kontrollen stets 
vermehrte. Der pq-Wert in den Kolben tiber Kalilauge schwankte zwi- 
schen 6,8 bis 7,2, wahrend er in den Kontrollen bis 7,6 anstieg. Dieser 
hodhere pq-Wert in den Kontrollkolben beruhte héchstwahrscheinlich 
auf der physiologisch alkalischen Reaktion des Na-Formiates bzw. Am- 
moniumoxalates. Er bestatigte gewissermaBen den mikroskopischen Be- 
fund insofern, als eine Reaktionsverschiebung auf physiologischer Grund- 
lage nur méglich ist, wenn Wachstum, verbunden mit Abbau der orga- 
nischen Sauren, stattfindet. Da in Gegenwart von Kalilauge im Exsicca- 
tor keine nennenswerte Reaktionsverschiebung stattfand, kann daraus 
geschlossen werden, da hier ein Wachstum nicht méglich war. Ursache 
kann nur der CO,-Mangel sein. 

Trotzdem sollte der Nachweis der Notwendigkeit freien Kohlendioxyds 
fiir das Wachstum von Hyphomicrobium auch noch auf einem anderen 
Wege erbracht werden. 


Durch die Kulturen wurde ein stindiger, mit Hilfe von Kalilauge und Baryt- 


wasser CO,-frei gemachter Luftstrom geschickt, der bei den ersten Versuchsreihen 


3) 
Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 19. a 
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in der Apparatur durch Unterdruck erzeugt, spiter mittels eimes Kompressors 
durch die Waschflaschen gedriickt wurde. Hierbei fallen kleinste Undichtigkeiten 
in der Apparatur, die selbst bei Verwendung von Vacuumschlauchen und Schliffen — 
leicht auftreten kénnen, nicht ins Gewicht. Der Luftstrom betrug etwa 6 1/Std. 
Zur besseren Luftverteilung fanden sich in den Kulturkolben sowie einem Teil — 
der Waschflaschen Schott-Glasfritten G1. Beimpft wurden die Versuchskolben — ; 
mit 0,5 bzw. 1,0 cm? einer gut wachsenden, nicht zu alten Kultur. 

In allen Fallen zeigte Hyphomicrobium im CO,-freien Luftstrom prak- . 
tisch kein Wachstum, wahrend es sich bei Durchleiten von CO,-haltiger — 
Luft stark vermehrte. Das Ansteigen der py-Werte der Kontrollen (auf_ 
7,0—8,0) im Gegensatz zu den CO,-Mangelreihen (auf 6,8—7,8) konnte | 
auch hier, wenngleich nicht so ausgeprigt wie in den Exsiccatorver-— 
suchen, beobachtet werden. Wurde dagegen ein schwacherer Luftstrom, 
etwa 0,5 1/Std, durch die GefiiBe geschickt, so kam es zu mehr oder we- : 
niger starker Zellvermehrung auch im CO,-freien Luftstrom. Dies Pha- 
nomen lat sich vielleicht so erkliren, daB das von den eingeimpften 
Organismen aus der Ameisensiure der Nahrlésung gebildete Kohlen- 
dioxyd ausreichte, um den CO,-Bedarf der Kultur zu decken. Diese 
Kohlensiure wurde den Zellen nicht, wie bei starker Beliiftung, wieder — 
entrissen. | i 


Ahnliches beobachtete FARGHALY (1950) bei Leuchtbakterien. Er fand, dab : 
Achromobacter Fischeri in Abwesenheit von CO, weder wuchs noch leuchtete. Durch — 
Zusatz bestimmter Aminosiuregemische konnte diese Hemmung aufgehoben wer- 
den, aber nur dann, wenn der Strom CO,-freier Luft nicht zu stark wurde. 


CO,-Assimilation. 

Die Kohlensiure spielt also irgendwie eine lebensnotwendige Rolle im 
Stoffwechsel von Hyphomicrobium. Damit sind die in den letzten Jahren — 
sich haufenden Beobachtungen iiber die Notwendigkeit dieses Gases oder 
zumindest tiber die Méglichkeit seiner Verwertung durch Mikroorganis- 
men (RaBrinowiTscH 1945, RippeL-BaLprEs 1952) um eine weitere be-— 
reichert worden. Hs fragt sich nun, ob die Kohlensiure unmittelbar in den | 
Stoffwechsel eingreift oder nur durch ihre Gegenwart wirkt. 


So kénnte Hyphomicrobium einen ahnlichen Stoffwechsel wie die ,,echten‘‘ 
autotrophen Bakterien besitzen. Die organische Substanz kénnte als Energiequelle | 
dienen, wihrend der Kohlenstoff der Zellsubstanz durch Reduktion der atmo- 
spharischen Kohlensiure gewonnen wird, aihnlich wie bei den methanoxydierenden 
Bakterien (SOHNGEN 1906), bei denen bekanntlich der klassische Begriff der Chemo- 
Autotrophie zuerst gesprengt wurde. Die Wairmeténung der von Hyphomicrobium 
durchgefiihrten Oxydationen organischer Stoffe sind so betrachtlich, daB ein Teil 
dieser Energie wie bei der anorganischen Chemosynthese zur Reduktion der atmo- 
spharischen Kohlensiure dienen kénnte. Als Wasserstoffdonator kénnte entweder 
ein Teil der organischen Substanz oder, in Parallele zur Photosynthese und ver- 
mutlich auch der anorganischen Chemosynthese (z. B. bei den Salpeterbakterien), 
das Wasser dienen. Ferner besteht die Méglichkeit (RaBrnowrrscH 1945), daB ein 
Teil der organischen Substanz direkt fiir die heterotrophe Assimilation bendtigt 
wird, waihrend der Rest als Energielieferant Verwendung findet. Seit langem ist 
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z. B. von den Athiorhodaceen bekannt, daB bei ihnen die Grenze zwischen Auto- 
trophie und Heterotrophie verwischt ist. Organische Stoffe — wie Fettsauren, 
Alkohole usw. — dienen als Wasserstoffdonatoren bei der Reduktion der Kohlen- 
séiure, welche zur Synthese der Koérpersubstanz verwendet wird, sie werden aber 
selbst nicht zum Aufbau zelleigener Substanz benutzt. 

Weiterhin kénnte die Bindung von CO, entsprechend der Woop-WERKMAN- 
Reaktion stattfinden. Woop u. WERKMAN (1942) fanden, daB z. B. Propionsiure- 
bakterien in der Lage sind, aus Glycerin unter Aufnahme von CO, (auf dem Weg 
uber Brenztraubensdure) Bernsteinsiure zu bilden. Die Kondensation von Brenz- 
traubensdure (einer 3-Kohlenstoffverbindung) mit CO, zu Oxalessigsiure, die 
zu einem Teil zu Bernsteinsaure reduziert wird (beides 4-Kohlenstoffverbindungen), 
scheint allgemein verbreitet zu sein, so z. B. bei Escherichia coli, Clostridium, H efe 
usw., aber auch bei héheren Pflanzen. Ein ahnlicher Reaktionstyp, bei dem CO, 
gebunden wird, wurde von Lipmann u. TurrTnLE (1945) beschrieben. Es ist die 
Umkehr der oxydativen Decarboxylierung von Brenztraubensiure in Gegenwart 
von anorganischen Phosphorverbindungen. SchlieBlich fand OcHoa (1945 u. 1948) 
eine enzymatische Carboxylierung, bei der Triphospho-Pyridin-Nukleotid (TPN) 
eine wesentliche Rolle spielt und die bekannte Decarboxylierung von Isocitronen- 
saure zu a-Ketoglutarsiure umgekehrt wird. 

Welcher der hier aufgezeigten Wege der Verwendung der Kohlensaure 
von Hyphomicrobium beschritten wird, bleibt einstweilen unbekannt. Es 
k6nnte zudem — wie bereits erwahnt — modglich sein, dafs die Kohlen- 
saure hier nicht direkt in den Stoffwechsel eingreift, sondern lediglich 
durch ihre Anwesenheit wirkt, etwa als Austausch-Anion oder zur Auf- 
rechterhaltung des Plasmagefiiges u.a. Was zunachst einmal gepriift 
werden mute, war die Frage, ob der Kohlenstoff des CO, titberhaupt ein- 
gebaut wird oder nicht. Der Losung dieses Problems kommt man naher, 
wenn es gelingt, den Weg des Kohlenstoffs der organischen Substanz und 
den des Kohlendioxyds getrennt voneinander zu verfolgen. Bekanntlich 
ist dies mit Hilfe von markiertem Kohlenstoff durchfiihrbar, eine Méglich- 
keit, die in den kurzlebigen "C, dem stabilen %C und dem langlebigen 
M40 gegeben ist. 

Bei Versuchen mit radioaktiven Stoffen ist zunichst die Frage zu 
beantworten, inwieweit eine hierbei auftretende Strahlung die physio- 
logischen Eigenschaften der Zellen beeinfluBt. Man kénnte geneigt sein, 
Vergleiche mit UV-Licht und Réntgenstrahlen anzustellen, bei denen es 
bekanntlich zu Schidigungen kommt. Nach Kamen (1948) wird aber bei 
solchen Einwendungen iibersehen, da die Strahlung von Isotopen im 
wesentlichen nicht von aufen her an den Organismus herantritt. Nach 
ihm sind bei den in der ,,Tracer-Methodik“ iiblichen Konzentrationen 
von “C keine physiologischen Stérungen zu erwarten. Genauere An- 
gaben einer vertraglichen Bestrahlungsdosis liegen allerdings nicht vor. 
Auch meine im folgenden aufgefiihrten Versuche zeigen, daf eine 
Strahlungsschadigung anscheinend nicht auftritt. 

Bei diesen Versuchen arbeitete ich mit der radioaktiven Kohlenstoffisotope MC. 
14 jst ein reiner $-Strahler mit einer Maximalenergie von 0,156 MeV. Der Energie- 


abfall kann, da die Versuchsdauer im Verhiltnis zur Halbwertszeit von 14¢ (etwa 
9x 


5 
6300 Jahre) sehr klein ist, vernachlassigt werden. “C war wegen seiner kurzen_ 
Lebensdauer nicht verwendbar, wihrend °C nicht so geeignet erschien, weil sein 
Auffinden nur mit Hilfe des Massenspektrographen erfolgen kann. Die madiogkitnaa 
Isotope kénnen hingegen durch die bei ihrem Zerfall emittierte Strahlung leicht 
nachgewiesen werden. : 
Die Messung der Aktivitat erfolgte mit dem GercER-M@LLER-StrahlungsmeB- 
gerit FH 44 und einem Glockenzahlrohr FHZ 15 mit Glimmerfenster 1,6 mg/em* 
der Firma Frieseke u. Hoepfner, Erlangen-Bruck. f 
Der erste Versuch sollte die Frage klaren, ob das zum Wachstum von 
Hyphomicrobium notwendige Kohlendioxyd in die Zellen eingebaut oder 
lediglich lose angelagert oder sonstwie durch seine Gegenwart wirksam 
wird. Es muBte also Hyphomicrobium in einer C*O,-haltigen Atmosphare - 
geziichtet und anschlieBend festgestellt werden, ob sich radioaktiver | 
Kohlenstoff in den Bakterienzellen nachweisen lie. 
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onkalk 
Barytlauge 
KOH 15% Nahrlésung- BaC*0s 

sem? Methanol 1% 

Abb. 24, Apparatur zur Ziichtung von Hyphomicrobium in einer C*O,-haltigen Atmosphiire. 


In einem Exsiccator von 5500 cm® Fassungsvermégen befanden sich ein Becher- 
glas mit 25 cm’ rein mineralischer Naihrlésung sowie eine Schale mit 25 mg radio- 
aktivem Bariumcarbonat (etwa 0,1 mg C), aus welchem durch Zusatz von 15 em? 
n/5 Schwefelsaure C*O, freigemacht werden konnte (Abb. 24). Vor Versuchsbeginn 
wurde die gesamte Apparatur im Autoklaven sterilisiert und, nachdem die Nahr- 
lésung beimpft worden war, der Exsiccator mittels Durchleitens (14 Std) von CO,- 
freier Luft CO,-frei gemacht. Jetzt wurden mit Hilfe der aufgesetzten Biirette 
15 cm® 1% iges Methanol auf den Boden des Exsiccators gegeben und anschlieBend . 
durch Zugabe von H,SO, aus BaC*O, das aktive C*O, freigemacht. Nach 8—14 Tagen - 
Wachstum — die gesamte Apparatur befand sich wahrend dieser Zeit im Brut- 
schrank bei 37° C — entfernte ich das aktive C*O, mittels Durchleitens von Luft 
wieder aus dem Exsiccator und fing es in Barytlauge auf. Nach Priifung der an- 
gewachsenen Kultur auf Reinheit durch Abimpfen auf Fleischextraktbriihe und 
Hefewasser wurden die Bakterien bei 5000 Umdr./min abzentrifugiert und durch 
Aufschlimmen und erneutes Zentrifugieren einmal mit 20 em* 0,5% iger Phosphor- 
siure sowie dreimal mit 20 cm* Aqua bidest. gewaschen, auf Messingschalchen 
(innerer @ 15 mm) gebracht und im Vakuumtrockenschrank bei 70° C und —0,95 
kg/cm? Druck getrocknet. Es muBte darauf geachtet werden, daB die Bakterien 
méglichst gleichmaBig auf den Schiilchen verteilt waren. 2 cm* der Nahrlésung bzw. 
der verschiedenen Fraktionen des Waschwassers wurden auf Uhrglisern, 2 70mm, 
im Trockenschrank eingedampft; der Riickstand wurde auf Aktivitat gepriift. 
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Wie aus den Versuchsergebnissen hervorgeht (Tab. 3), zeigen die Bak- 
terien, die in einer C*O,-haltigen Atmosphire geziichtet wurden, eine 
recht beachtlich hohe Impulszahl, die sich auch durch wiederholtes Aus- 
waschen mit Wasser nicht entfernen la&t. Damit ist gezeigt, daB von 
Hyphomicrobium CO, aus der Luft aufgenommen und irgendwie fest- 
gelegt wird. Die weitere Frage war jetzt, ob ein Einbau des CO, in die 
Zellen erfolgte oder ob es lediglich adsorptiv gebunden wird. Um dies 
_zu klaren, stellte ich Versuche an, bei denen die Aktivitat der Organismen 
nicht insgesamt, sondern die einzelnen Bausteine von Hyphomicrobium 
getrennt auf ihre Aktivitét gepriift wurden. 


Tabelle 3. Aufnahme von 4C durch Hyphomicrobium. 


Hypho- | Paes Waschwasser (2 em?) 
microbium Nahrlis. aor i Null- 
Beimpft | Abzentrif. | Aktivi-| 44, | (20M) ) O50, A, i Pg essen 
am: am: . tit PG mek Q om) Imp./ | Imp./ | Imp./ | Imp./ 
oe mg : Imp./min| min min min min 
17.5. 52. | 26. 5.52 |/45000 | 14,0 | 7200 = 360 170 100 35 
29. 5. 52 6.6.52 |40000| 13,5 | 3150 1000 360 315 290 265 


Die abzentrifugierten und gewaschenen Bakterien wurden zur Zerstérung der 
Zellen zusammen mit einem Rest Wasser vorsichtig 5 oder 6mal bei —5° C langsam 
eingefroren und bei + 30°C wieder aufgetaut. AnschlieBend entfettete ich sie 
3mal hintereinander mit insgesamt 10 cm? Alkohol-Ather 3:1 bei 50° C zur Heraus- 
lé6sung etwa vorhandener Lipoide. Die Losung wurde im Wageglas eingedampft 
und auf Aktivitat gepriift. Den Bakterienriickstand unterwarf ich einer 8stiindigen 
Hydrolyse mit 4 cm* rauchender Salzsiure bei 130°C auf dem Paraffinbad, die 
anschlieBend durch Vakuumdestillation bis zur Trockne bei 50° C und 17 mm Hg 
wieder entfernt werden muBte. Der nach Fleischextrakt riechende Riickstand 
wurde in Wasser aufgenommen, auf ein Uhrglas iibergefiihrt, abgedampft und erneut 
in 0,5 cm? Wasser gelést. Um die im Alkohol-Ather-Extrakt sowie im Hydrolysat 
enthaltenen Stoffe voneinander zu trennen, lieB ich mehrere zweidimensionale 
Papierchromatogramme laufen. Als Papier fand ,,Schleicher und Schiill 2043b* 
40x 40cm Verwendung. Auf den Startpunkt brachte ich mit einer Mikropipette 
jeweils 0,015 cm? des Extraktes bzw. Hydrolysates auf. Das Loésungsmittel des 
Chromatogrammes war Butanol-Eisessig-Wasser (9:1 Vol.-Teile +- Wasser bis zur 
Triibung, die durch einen Tropfen Hisessig wieder zum Verschwinden gebracht 
wird) fiir die eine Richtung, Pyridin-Amylalkohol-Wasser (7:7:6) fiir die andere. 
Die Laufzeit betrug 30 bzw. 48 Std. Es wurde absteigend bei 17° C chromato- 
graphiert. Nach dem Trocknen im Trockenschrank wurde eines der Chromato- 
gramme mit Ninhydrin als Reagens auf Aminosauren entwickelt. Es zeigten sich 
nach 1% Std bei 60° im Trockenschrank blauviolette sowie einige rétliche Flecke. 
Zur Orientierung war in diesem Chromatogramm 0,001 cm? |-Prolinlésung mitge- 
laufen, die nach dem Entwickeln einen gelben Fleck hinterlieB. Da die Farbung der 
Aminosauren mit Ninhydrin nur wenige Tage haltbar ist, photographierte ich die 
Chromatogramme (Abb. 25)?. 


1 Herrn Dr. W. WatrTeR danke ich fiir die Deutung dieses Chromatogrammes. 
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Das erstaunliche an dem Chromatogramm ist die stattliche Zahl von 
mindestens 16 verschiedenen Aminosiuren. Obwohl nur einfachste orga- 
nische Energiequellen und CO, geniigen, um das Leben von Hyphomicro- 
bium sicherzustellen, baut es sich ein Aminosiuregemisch auf, das in 
seiner Vielseitigkeit dem héher stehender Organismen in nichts nachsteht. 

Ein zweites Chromatogramm wurde zur Entwicklung der Zucker mit 
Anilinphtalat gespritht. Zucker konnten aber nicht nachgewiesen werden. 
Es sei in diesem Zusammenhang noch einmal darauf hingewiesen, dai 
Zucker in der Warpurc-Apparatur von Hyphomicrobium nicht ver- 


‘SESSI 
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Gly 


His 


|. Butanol-&i 


_ = Briain Amylatkohol 


Abb. 25. Papierchromatogramm des Hydrolysates, entwickelt mit Ninhydrin. 


Ala Alanin Lys Lysin 

Arg Arginin Met Methionin 
Asp Asparaginsiiure Phe Phenylalanin 
Glue  Glucosamin? Ser Serin 

Glut Glutaminsiure Thr Threonin 
Gly Glykokoll Tyr Tyrosin 

His Histidin Val Valin 

Tso Tsoleucin Nr. 17 unbekannt 


Leu Leucin 


arbeitet wurden. Ob zwischen diesen beiden Beobachtungen allerdings 
ein Zusammenhang besteht — insofern, als die eine eine Bestitigung fiir 
die andere ist —, kann heute noch nicht entschieden werden. 


Kin drittes Chromatogramm sollte, entsprechend den Angaben von MarKHaM 
u. Smrri (1949), nach dem Photoprintverfahren mit UV-Licht von 260 my durch- 
strahlt und auf Fotopapier kopiert werden. Leider trat, trotz langer Belichtungs- 
zeiten, tiberhaupt keine Schwirzung ein. Wahrscheinlich hangt dies mit dem 
Lésungsmittelgemisch zusammen, welches Pyridin enthalt. Falls von diesem — 
oder dessen Salz mit Essigsiure — noch Reste in dem Papier sind, besteht die 
Moglichkeit, daB es nicht mehr UV-durchlassig ist. 
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Wird C*O, in den Stoffwechsel einbezogen und sein Kohlenstoff als 
Baustein fiir irgendwelche Zellbestandteile verwendet, so muBte die 
Priifung der Chromatogramme auf Aktivitat mit Hilfe des Gurcrr- 
Muttver-Zahlrohres an irgend einer Stelle, wenn nicht gar im gesamten 
Bereich des Chromatogrammes, positiv ausfallen, negativ dagegen, wenn 
C*O, kein Baumaterial ist. Die Untersuchung der aus dem Papierchro- 
matogramm geschnittenen Flecke sowie des iibriggebliebenen Papiers 
ergab folgendes Bild (Tab. 4). 


Tabelle 4. Hinbau von 4C in Aminostiuren von Hyphomicrobium. 


Versuch vom: 7. 7. 52 18. 7. 52 
Alanine peer ea. 157 320 Imp./min 
AT OMIT wenn: 160 316 e 
Asparaginsaiure . . 150 384 * 
Glukosamin?. . . 215 320 5 
Glutaminsaiure . . 195 430 As 
Giykokoll ei 92 316 bs 
istidingees a + 94 322 Ny 
Isoleucin .... 50 120 45 
Ibo. 5 6 6 a 6 58 Pall 35 
Uy cites ide A ae 78 180 .3 
Methionitiae asim 33 30 53 
Phenylalanin. . . 74. 128 _ 
Serine ema ace 68 100 rs 
SMe, 6 5 ou ¢ 126 305 5 
Tyrosin . 129 131 hi 
Vallintct mest) Aha 50 101 vy 
ON el Ces Cee GaSe 86 75 5 
Leerstellen. . . . 30 26 AA 
Nullefiekt 2." - 19 26 ~ 


Die Werte sind Mittelwerte aus mehreren Messungen. 


Es sei beziiglich der Zahlen in der Tabelle noch darauf hingewiesen, dali — wie 
WEYGAND (1952) betont — bei der StrahlungsmeBtechnik durch direktes Auszaihlen 
keine hohen Impulszahlen erwartet werden ké6nnen, da bei den energiearmen 
B-Teilchen die Selbstabsorption des Papieres sehr groB ist. 

Simtliche auf dem Chromatogramm gefundenen Aminosaéuren waren 
aktiv, denn ihre Impulszahlen tibertreffen die der Leerstellen zum Teil 
um ein Vielfaches. Daraus geht mit Sicherheit hervor, das der Kohlen- 
stoff des CO, in die K6rpersubstanz der Zellen eingebaut wurde, im vor- 
liegenden Falle in die Bausteine des Kiweif}. Uberraschend an dem Er- 
gebnis war das Auftreten erhéhter Aktivitat in simtlichen Amino- 
siuren. Hieraus kann man den SchluB ziehen, da der Kohlenstoff des 
CO, den gesamten Aufbau des ZelleiweiB beherrscht, wahrscheinlich steht 
er am Anfang desselben. 

AuBerdem priifte ich auch die bei der Aufbereitung der Bakterien 
gewonnenen Extrakte, Waschwasser usw. auf ihre Aktivitat (Tab. 5). 
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Tabelle 5. Verteilung von 4C in Hyphomicrobium-Kulturen. 


Versuch vom: 7. 7. 52 18. 7. 52 4. 8. 52 
ee ee 
NahriGsung)(2¢m®) iy ne 11000 4470 5900 Imp./min 
Waschwasser : (2 em) .- 1300 310 430 5 

= DB (2 Cm") ee wen 445 240 aI) as 
fe. BEPC oo Ss 410 195 275 Fe 
Alkohol-Ather-Extrakt . : 14550 16500 11450 ie 
Mak gohoWeehy 5G qo oo 4 2 © 22.000 19000 21000 » 
Nulletiekt: 9 7 cies s seems 105 26 sO 25 ss 


An dem Ergebnis interessierte besonders die hohe Aktivitaét des Alkohol- 
Ather-Extraktes. Sie zeigt, daB auBer den Aminosiiuren auch noch andere 
Stoffe synthetisiert werden (Lipoide ?), in welche der Kohlenstoff des 
CO, eingeht. 


Leu 
Iso 


Phe 


Ss 
‘ 
§ 


“Butanol-Eisessig — 


=— Pyridin-Amylalkohol "Start 


Abb. 26. Abb. 27 


Abb. 26. Radioautogramm eines Papierchromatogrammes des Hydrolysates. Abkiirzungen der 
Aminosiuren wie in Abb. 25. a,b und ¢ Flecken unbekannter Herkunft (Purine ?). 


Abb. 27. Radioautogramm eines Papierchromatogrammes des Alkohol-Ather-Extraktes. 


Um die Flecken héherer Aktivitiit des Papierchromatogrammes noch 
einwandfreier als mit dem Zihlrohr lokalisieren zu kénnen und um fest- 
zustellen, ob auBber den Aminosiuren noch weitere Stoffe mit héherer 
Aktivitiit in den Chromatogrammen gelaufen waren, wurde ein Auto- 
radiogramm angefertigt, ahnlich den Angaben von Catvin u. Mitarb. 
(1951). Zwischen zwei Hartfaserplatten — besser eigneten sich noch 
Glasplatten — wurde auf das trockene Papierchromatogramm ein Agfa- 
ss-Rontgenfilm fiir 10 Tage gepreBt. Er zeigte nach dem Entwickeln das 
gleiche Bild wie das anschlieBend auf Aminosiiuren entwickelte Papier- 
chromatogramm (Abb. 26). 
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AuBer den als Aminosiiuren identifizierten Flecken fanden sich jedoch 

noch drei Zonen (a, b, c) wesentlich geringerer Schwarzung, die bisher 
nicht gedeutet werden konnten und die vielleicht auf Purine zuriickzu- 
fiihren sind. 
5 Das Radioautogramm des Papierchromatogrammes des Alkohol- 
Ather-Extraktes (Abb. 27) zeigte nur einen gewanderten Fleck, wih- 
rend sich weitere Aktivitét nur auf dem Startpunkt fand. Daraus geht 
hervor, da8 Purine und Aminosiiuren mit Alkohol-Ather 3:1 nicht we- 
sentlich aus den Zellen entfernt wurden. Welche Substanz dem gewander- 
ten Fleck entspricht, muB dahingestellt bleiben. Lipoide diirften auf dem 
Startpunkt erscheinen, da sie in Butanol-Eisessig bzw. Pyridin-Amyl- 
alkohol unloslich sind. 

Bei einer weiteren Versuchsreihe sollte die CO,-Aufnahme von Hypho- 
microbium gepriift werden, nachdem dessen Vermehrungsphase ab- 
geschlossen bzw. die Energiequelle verbraucht war. Es bestand immerhin 
die Moéglichkeit, daB das CO, einfach durch TIonenaustausch oder auf 
Grund irgendeiner anderen nicht biochemischen Reaktion bzw. durch 
nachtragliche Umlagerung innerhalb der Korperbausteine in das Eiweib- 
gertst der Zellen eingedrungen war und sich dort festgesetzt hatte. In 
diesem Fall miiBte auch nach Einstellung des Wachstums der Zellen 
(Verbrauch der Energiequelle) im Hydrolysat, bzw. in dessen Amino- 
siuren eine erhohte Aktivitét nachweisbar sein. 

Eine 14 Tage alte, in einem Weckglas herangezogene Kultur wurde in 
den sterilisierten Exsiccator gebracht. Eine organische Energiequelle 
stand den Zellen nicht mehr zur Verfiigung. Aus aktivem Bariumcarbo- 
nat wurde nun, wie bei den bisher beschriebenen Versuchen, C*O, ent- 
wickelt. Nachdem dieses 8 Tage auf Hyphomicrobium eingewirkt hatte, 
zentrifugierte ich die Zellen ab und arbeitete sie wie bereits beschrieben 
auf. Die Priifung auf Aktivitét ergab folgendes Bild (Tab. 6 und 7). 


Tabelle 6. Aufnahme von 4C durch Hyphomicrobium nach Aufhoren des Wachstums. 


Versuch vom: 14. 7. 52 19. 8. 52 
N&ahrlésung (2cm?) . . . 1820 5300 Imp./min 
Waschwasser 1 (2cm?) . 60 132 3 
4a 2D (Boi), « 42 147 $ 
3 5 (aGiae)) 48 127 fe 
ES 4 (2 cm?) 35 
Alkohol-Ather-Extrakt  . 95 260 ame, 
Hydrolysat. .....- - 3210 2060 53 
INitilettektime senna. ts 30 120 - 


Nach Verbrauch der Energiequelle hatte Hyphomicrobium keine wesent- 
lichen Mengen CO, mehr aufgenommen. Ein gewisser Anstieg der Aktivi- 
tat im Hydrolysat war allerdings vorhanden, da eine geringe Vermehrung 
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der Zellen auf Grund der Zerfallsprodukte toter Zellen bzw. der Ver- 
unreinigungen der Luft usw. stets stattfindet. Aber dieser Anstieg war 
gering im Vergleich zu dem des in Tab. 7 wiedergegebenen Versuches. 
Das Ergebnis war gleichzeitig aber auch ein Beweis dafiir, dai bei den 
vorher beschriebenen Versuchen Hyphomicrobium tatsachlich seine 
Kérpersubstanz, zumindest zu einem wesentlichen Anteil, aus dem CO, 
der Luft aufgebaut hatte und der nachgewiesene aktive Kohlenstoff 
keineswegs allein auf Grund nicht biologischer Umsetzungen bzw. Reak- 
tionen angelagert war. 


Tabelle 7. Aufnahme von 4C durch Hyphomicrobium nach Aufhdren des Wachstums 
(Aminostiuren). 


Versuch vom: 14. 7. 52 


Alaminy | ume en 34 Imp./min Methionin. ... . 27 Imp./min 
NUM) 4 Bo 8: 31 x Phenylalanin .. . 25 SF 
Asparaginsaure . . PAI _ Serine. =" hae eae 25 ns 
Glukosamin ... 30 ~s Threonine. aes 29 * 
Glutaminsaure . . 25 BS ED YTOSIN iow ecugeratcane 20 Es 
Glykokol ... . 28 8 Valin ie nee ee 18 - 
Flistidin een 23 + Nr. 17 (unbekannt) . 20 = 
Isoleucine semen 29 # 

IWaybokae, 4 6 Go 31 Fe Leerstellen ... . 29 E 
lye oo) ao) A 3 25 is Nulleffekt .... 27 rn 


Schlubbemerkungen. 


Meine im vorstehenden geschilderten Untersuchungen haben viele 
Fragen offen lassen miissen. Obwohl die von Hyphomicrobium ausgebil- 
deten Hyphen im Dienste der vegetativen Vermehrung stehen und ge- 
wisse Strukturen aufweisen, bleibt ihre Bedeutung unklar. Es ist nicht 
recht einzusehen, warum der Entwicklung eines Schwiirmers die Bildung 
einer tragerartigen Hyphe vorausgehen soll, die sich gelegentlich auch 
verzweigen kann. Schwirmerbildung ist im gesamten Reich der Bak- 
terien auch ohne Zwischenschaltung derartiger Hyphen méglich. Durch 
den Besitz dieser, der Zellvermehrung dienenden, hyphenartigen Gebilde 
entfernt sich Hyphomicrobium — systematisch gesehen — so sehr von 
den Bakterien, dai seine Zuordnung zu den Eubacteriales mehr als 
zweifelhaft erscheint. Betrachtet man dagegen die Hyphen nicht als An- 
hangsel, sondern als den eigentlichen Organismus, so kénnte man zu 
einer wesentlich anderen Auffassung iiber die systematische Stellung von 
Hyphomicrobium kommen. Die Schwirmer kénnte man als von den 
Hyphen gebildete bewegliche Sporen auffassen, die nach einer bestimm- 
ten Zeit zur Ruhe kommen und unter gegebenen Bedingungen mit neuen 
Hyphen auskeimen. Wir hiitten damit einen sehr primitiven Pilz vor uns, 
dessen vegetative und reproduktive Phasen weitgehend reduziert und 
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vereinfacht sind. Es sei daran erinnert, daB schon Sturzer u. HARTLEB 
(1897) Faden des von ihnen beschriebenen , Salpeter pilzes‘‘ — eines Ge- 
misches verschiedener Mikroorganismen einschlieBlich H yphomicrobium 
— als Anlagen zu Mycelien auffaBten. Die Anschwellungen an ihren 
Enden sollten Chlamydosporen sein, die sich nach der Reife loslésen. 


Auch der Stoffwechsel von Hyphomicrobium bleibt noch in mancherlei 
Hinsicht problematisch. Insbesondere muB die Frage, ob die Einbezie- 
hung der Kohlensiure in den Stoffwechsel auf chemosynthetischem 
Wege (autotroph) oder ,,heterotroph“ vor sich geht, offen bleiben. Man- 
ches spricht allerdings dafiir, daB im vorliegenden Fall der erste Weg 
beschritten wird, so der vollstiindige Abbau der organischen Energie- 
quellen bis zu CO, und H,0O und das in allen Fallen langsame Wachstum, 
eine Higenschaft, die allen chemosynthetisch arbeitenden Bakterien 
eigen ist. 

Auf die in der Einleitung aufgeworfene Frage, warum Hyphomicrobium 
so haufig in nitrifizierenden Kulturen angetroffen wird, sei an dieser 
Stelle noch einmal zuriickgekommen. STEPHENSON (1950) vermutet ge- 
radezu eine Art von Symbiose. Untersucht man die Lebensanspriiche 
beider Organismen genauer, so kommt man zu dem Ergebnis, daB sie in 
mancherlei Hinsicht tibereinstimmen oder doch ahnlich sind. Beide oxy- 
dieren energiereiche Substanzen. Bei den Salpeterbakterien sind diese 
anorganischer, bei Hyphomicrobium organischer Natur. Es ist nicht aus- 
geschlossen, daB auch Hyphomicrobium wie die Salpeterbakterien mit 
Hilfe der Oxydationsenergie autotroph lebt. Beide stellen die Oxydation 
ein, sobald ihnen atmospharische Kohlensiure entzogen wird. In der 
Natur kommen Ammoniak bzw. fliichtige, einfach gebaute organische 
Stoffe, wie sie von den Salpeterbakterien bzw. Hyphomicrobium oxydiert 
werden kénnen, haufig gemeinsam vor. Beiden sind groere Mengen hoher- 
molekularer organischer Stoffe, insbesondere Kohlenhydrate, entweder 
gleichgiiltig oder gar schidlich. Die Anspriiche an den py-Wert der Nahr- 
lésung und an die Sauerstoffverhiltnisse sind gleich. 

Dies sind, bei aller Verschiedenheit in anderen Punkten, doch wesent- 
liche Ziige, die es begreiflich machen, warum beide so haufig vergesell- 
schaftet vorkommen. Wenn es zudem zutreffen sollte, dai die nitrifizie- 
renden Bakterien einen Teil ihrer organischen Assimilate in das Substrat 
ausscheiden, so wird das haufige Zusammenleben von Hyphomicrobium 
und N%trifikanten noch verstandlicher. Man kénnte in diesem Zusammen- 
hang sogar gewisse Riickschliisse auf die Natur der Stoffausscheidungen 
der Salpeterbakterien ziehen. Es miissen jedenfalls sehr einfache Stoffe 
nach Art der Ameisensiure, Essigsiure usw. sein. 

Zum SchluB sei noch kurz auf die Frage eingegangen, welche Rolle Hypho- 


microbium im Stoffkreislauf der Natur spielt. Wir haben gesehen, dai es eine ganz 
besondere Vorliebe fiir fliichtige, einfach gebaute organische Stoffe hat, wie sie 
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bei der Verrottung und Faulnis von pflanzlichen und tierischen Riickstanden all- 
gemein auftreten kénnen. Hyphomicrobium ist wahrscheinlich unter Beriicksich- 
tigung dieser Tatsache wesentlich an der Beseitigung derartiger Stoffe in der Natur 
beteiligt. Da es weitverbreitet ist und sowohl im Boden als auch im Wasser ge- 
funden wurde, diirfte es eine betrachtliche Rolle bei der Reinigung der Luft von 
derartigen Stoffen spielen. Schon RuLtMANN (1898) vermutete ahnliches, als er 
dieser ,,Mikrobe“ groBe Bedeutung fiir die Selbstreinigung der Fliisse zuschrieb. 


Zusammenfassung. 


1. Hyphomicrobium vulgare St. et H. wurde aus verschiedenen Boden- 
und Wasserproben in Reinkultur geziichtet; folgende Eigenschaften 
wurden an ihm festgestellt : 

2. Sein Zellkérper und seine Hyphe besitzen Innenstrukturen, tiber 
deren Bedeutung allerdings nichts ausgesagt werden kann. 

3. Mit Hilfe des Phasenkontrastverfahrens gelang es, die Schwarmer- 
bildung an den Hyphen erstmalig in einem fliissigen Nahrmedium zu 
verfolgen. 

4. Aus dem in der Warpure-Apparatur bestimmten Atmungsquo- 
tienten verschiedener organischer Substanzen (Formiat, Acetat, Gly- 
cerin) wurde geschlossen, daB Hyphomicrobium diese Stoffe unter O,- 
Aufnahme vollstandig zu CO, und H,O abbaut. 

5. Es vermag ferner gasformige, einfache, organische Verbindungen 
(Methanol, Athanol, Formaldehyd) abzubauen, vermutlich ebenfalls bis 
zu CO, und H,0. 

6. Ohne Anwesenheit von Kohlensiure findet kein Wachstum statt. 

7. Mit Hilfe radioaktiven Kohlenstoffs wurde nachgewiesen, daB CO, 
aus der Luft aufgenommen und der Kohlenstoff daraus in der K6rper- 
substanz eingebaut wird. 

8. Die Natur der C-Assimilation — ob autotroph oder heterotroph — 
bleibt vorlaufig ungeklart. Es sind Hinweise dafiir vorhanden, daf} der 
Kohlenstoff des CO, chemosynthetisch verarbeitet wird. 

9. Auch die systematische Stellung von Hyphomicrobium bleibt unklar. 
Manches spricht dafiir, daB es als primitiver Pilz aufgefaBt werden muB. 

10. Die haufige Vergesellschaftung mit Nitrifikanten beruht wahr-— 
scheinlich auf weitgehend iibereinstimmenden Anspriichen beider Orga-— 
nismen an das Niahrsubstrat. 

11. Im Kreislauf der Stoffe in der Natur spielt Hyphomicrobium an- 
scheinend eine wesentliche Rolle bei der Reinigung der Luft und somit 
auch des Bodens und Wassers von fliichtigen, einfach gebauten orga- 
nischen Stoffen. 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. ENcEn, Hamburg, spreche ich fiir 
das stets hilfsbereite Interesse bei der Durchfiihrung der Arbeit meinen herzlichsten 
Dank aus. Herrn Prof. Dr. K. Hryns, Hamburg, und Herrn Prof. Dr. F. WeyGanb, 
Heidelberg, danke ich fiir wertvolle Ratschlige. Die Untersuchungen wurden mit 
Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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(Aus dem Institut fiir Lebensmitteltechnologie und Verpackung, Miinchen.) 


Hemmende und abtétende Wirkung 
von Konservierungsmitteln. 


Von 
M. Von SCHELHORN*, 


(Eingegangen am 14. Februar 1953.) 


Zweck der Verwendung von chemischen Konservierungsmitteln ist, zu 
verhindern, daB sich die in Lebensmitteln vorhandenen unerwiinschten 
Mikroben vermehren und es dadurch zur Anreicherung ihrer Stoff- 
wechselprodukte, in vielen Fallen auch zu makroskopisch sichtbaren’ 
Kolonien der Mikroben kommt, so daB infolgedessen die Lebensmittel 
unerwiinschte Eigenschaften annehmen und verderben. Dieses Ziel kann 
auf zweierlei Weise erreicht werden. Entweder, indem die Mikroben durch 
die fraglichen Chemikalien lediglich in ihrer Vermehrung gehemmt 
oder, indem sie abgetétet werden. Im ersteren Falle spricht man 
von fungistatischer bzw. bakteriostatischer Wirkung, im letzteren von 
fungicider bzw. baktericider; Rann fabt sie unter die Begriffe ,,anti- 
septics*, bzw. ,,disinfectants*. 

Ziel der im folgenden beschriebenen eigenen Untersuchungen war, den 
Verlauf von Hemmung und Tod von Mikroorganismen unter der Wirkung 
von chemischen Konservierungsmitteln niher zu kliren und _ fest- 
zustellen, ob und inwieweit den Konservierungsmitteln hemmende oder 
abtotende Wirkung zuzuschreiben ist. Die Untersuchungen erstreckten 
sich auf folgende Konservierungsmittel: Benzoesiure, Paraoxybenzoe- 
siiureester, Salicylsiure, Ameisensiiure, Propionsiure und schweflige 
Saure. 

Versuchsmethodik. 

Wie in friiheren Arbeiten der Verfasserin iiber die Wirksamkeit und den Wir- 
kungsbereich von Konservierungsmitteln (v. ScHELHORN, 195lau.b), wurden 
Lésungen von Malznihrbriihe hergestellt, mit Zusitzen von Konservierungsmitteln 
versetzt und sodann mittels HCl auf einen bestimmten py-Wert eingestellt. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden gréBtenteils bei py 3 durch- 
gefiihrt. Dies geschah aus folgenden Erwigungen heraus: 


Von den meisten der in Frage kommenden Konservierungsmittel sind nur bei 
stark saurer Reaktion des Systems Substrat +- Konservierungsmittel ausreichend 
hohe Anteile im undissoziierten, mikrobiologisch wirksamen (Literatur bei 
v. SCHELHORN, 1951b; vgl. auch A. RippeL-Baupss, S. 146) Zustand vorhanden, 
so dafs gewisse Erscheinungen, so insbesondere kurzfristiges Absterben (S. 33ff.), 


* Als technische Assistentin wirkte Frau G. PrAca bei der Durchfiihrung der 
Versuche mit. 
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hervorgerufen und studiert werden kénnen. Durch die Lebenstitigkeit der Mikroben 
entsteht ferner waihrend der Beobachtungsdauer vielfach Saure. Ist infolge nicht 
ausgesprochen saurer Reaktion bei Versuchsbeginn ein Teil des Konservierungs- 
mittels im dissoziierten Zustand vorhanden, so kann das Verhaltnis , dissoziiert zu 
undissoziiert‘* durch die wahrend der Versuchsdauer neu entstehende Saure zu- 
gunsten des undissoziierten Anteils verschoben werden. Dadurch kénnen ganz 
andere Wirksamkeitsverhaltnisse entstehen, als bei Versuchsbeginn beabsichtigt 
waren, und durch die Inkontinuitat der Versuchsbedingungen kann die Auswertung 
der Versuche wesentlich erschwert werden. Dagegen sind bei einem Anfangs-px- 
Wert von px 3 die fraglichen Konservierungsmittel sowieso schon gréBtenteils un- 
dissoziiert (z. B. Benzoesiure bei px 3 zu 94%), so daB sich ein weiteres Ansteigen 
der Saure nicht mehr stark in Erhéhung des undissoziierten Anteils bemerkbar 
machen kann. Saurebildung wahrend der Versuchsdauer, wie sie durch die Lebens- 
tatigkeit gewisser Mikroorganismen hervorgerufen werden kénnte, wird in diesem 
Falle das Versuchsergebnis nicht mehr wesentlich beeinflussen. 


Nach der iiblichen Sterilisation wurden die mit den Konservierungsmitteln ver- 
sehenen Versuchslésungen auf eine bestimmte, in der Versuchsanordnung vor- 
gesehene Temperatur gebracht, mit Testmikroben beimpft und wahrend der vor- 
gesehenen Lagerzeit auf einer bestimmten Temperatur gehalten. Proben mit leicht- 
fliichtigen Konservierungsmitteln, z. B. mit Propionsiiure oder schwefliger Saure, 
wurden nur in zugeschmolzenen Roéhrchen gelagert. 

Nachdem die Testmikroben (mittels des LinpNERschen Trépfchenverfahrens 
hergestellte Hinzelliulturen) die vorgesehene Zeit in der mit Konservierungsmitteln 
versehenen Lésung verblieben waren, wurden sie der Wirkung der Konservierungs- 
mittel wieder entzogen und die Zahl der Uberlebenden durch Herstellen von Sekun- 
darkulturen auf Agar festgestellt. Aus der urspriinglichen, mit Konservierungs- 
mittel versehenen Loésung wurde je 1 cm’ entnommen und, nétigenfalls unter Kin- 
schaltung der bekannten Verdiinnungsstufen zur Erméglichung der Zahlung, mit 
9 cem geschmolzenem Malzagar versetzt und auf Platten ausgegossen. Der Agar 

fiir die Sekundarkulturen hatte einen pg-Wert von 6,5. Durch Einstellung solcher 
annahernd neutraler Reaktion fiir die Sekundarkulturen gelang es, die aus der ur- 
spriinglichen Lésung mitgeschleppten Reste von Konservierungsmitteln, wenig- 
stens, soweit es solche vom Salz-Saure-Charakter betraf, unschadlich zu machen. 
Die Einschaltung von Verdiinnungsstufen mute weiterhin die mit den Mikroben 
notwendigerweise aus der Originallésung mitgeschleppten Konservierungsmittel- 
reste relativ verkleinern. So konnte durch beide MaBnahmen, Heraufsetzen des 
pu-Wertes und Verdiinnen, erreicht werden, da im Medium der Sekundirkulturen 
tatsichlich nur kleinste Anteile von Konservierungsmitteln wirksam waren, die 
keine merkliche Vermehrungshemmung verursachen konnten. 


Die Sekundarkulturen wurden 5 Tage bei 20° bebriitet. Auf eine todliche Wir- 
kung des vorangegangenen Aufenthaltes in der mit Konservierungsmittel ver- 
setzten Lésung wurde dann geschlossen, wenn in der Sekundarkultur auf Agar kein 
Wachstum mehr erfolgte. 

Freilich kénnte eingewendet werden: Die Méglichkeit ist nicht ganz von der 
Hand zu weisen, daB die Mikroben im Augenblick des Verbringens in die Sekundar- 
kultur noch nicht abgestorben, sondern nur gehemmt waren und daB ihre Ver- 
mehrung, die zur Zahlung auf Agarplatten der Sekundarkultur hatte fiihren k6énnen, 
lediglich deshalb unterblieb, weil sie aus der mit Konservierungsmittel versetzten 
Lésung doch noch Konservierungsmittelreste, entweder in ihrem Inneren oder an 
ihrer Oberfliche adsorbiert, mit sich brachten. Auf verschiedene Weise wurde ver- 
sucht, die Mikroben von solchen etwa noch anhaftenden Konservierungsmittel- 
resten zu befreien oder sie trotz derselben noch zur Vermehrung zu bringen. So 
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wurde eine Reihe von Sekundarkulturen tiber eine Woche bebriitet; jedoch war 
der Anteil an Uberlebenden dabei nicht hoher als bei kiirzerer Bebriitung. Versuchs- 
weise wurden solche als tot angesehene Mikroben vor Einbringen in die Sekundar- 
kultur einer 6 stiindigen Passage in Malzlosung von px 6,5 unterzogen und erst dann 
in den Agar gebracht. Auch hierbei ergab sich jedoch das gleiche Bild wie bei der 
Einbringung sofort nach Entnahme aus der Konservierungsmittellésung in den— 
Agar der Sekundarkultur. Ahnlich, wie bei Fierr u. Mitarb. hinsichtlich der Wir- 
kung von Phenol wurde versucht, durch Ausschiitteln mit Aktivkohle etwa adsor- 
bierte Benzoesdurereste von den Mikroben auf folgende Weise wieder zu entfernen: 
Nach Abschlu8 der vorgesehenen Verweilzeit in der mit Benzoesiure versehenen 
Lésung wurde das Versuchsobjekt (Willia anomala) 10 min lang mit dest. Wasser, 
dem auf 10 cm® je 1 g Aktivkohle (Knochenkohle bzw. Clarocarbon C. Merck) zu 
gesetzt war, ausgeschiittelt und erst dann auf Agarplatten angesetzt. Es zeigte sich 
im Prozentsatz der Uberlebenden jedoch kein deutlicher Unterschied gegeniiber 
entsprechenden, nicht mit Aktivkohle behandelten Versuchen. 


Alle diese Versuche beweisen freilich noch nicht hundertprozentig, daB die als 
,,tot’’ angesehenen Mikroben wirklich zum Zeitpunkt, fiir den dies angenommen 
wurde, bereits vollstandig abgestorben waren. Eine gewisse Unsicherheit in dieser 
Beziehung haftet aber auch allen Versuchen iiber die Wirkung anderer Zellgifte, 
tédlicher Strahlen bzw. iiber die Wirkung hoher Temperaturen an. So diirfte es 
vielleicht doch erlaubt sein, obwohl im BewuBtsein, da spitere Untersuchungen 
weitere Erkenntnisse bringen k6nnen, das ,,Absterben** unter der Wirkung von 
KonservierungsmittelIn ebenso mathematisch zu verfolgen, wie dies in inzwischen 
klassisch gewordenen Untersuchungen iiber die Wirkung der oben genannten anderen 
Agentien geschehen ist. ' 

Als Testmikroben dienten die Hefen Willia (= Hansenula) anomala und Sac- 
charomyces cerevisiae. 'Trotz gewisser Nachteile, z. B. der Agglomeration, die alle 
Zahlungen mittels des PlattenguBverfahrens ungenau macht, sind Hefen noch die 
bestgeeigneten Testmikroben fiir diese Versuche, da sie ohne Nachteile bei py 3 
und ebenso bei héheren px-Werten kultiviert werden kénnen. Auch eine Reihe von 
Versuchen mit Penicillium glaucum und Aspergillus niger wurde durchgefiihrt. Sie 
erbrachten dasselbe Bild wie die hier behandelten Versuche mit Hefen; es wurde 
z. B. kurzfristige Abtétung, allerdings durch etwas stirkere Dosierung, festgestellt. 


Die Beeimpfung der verschiedenen Versuche erfolgte in der Weise, da8 mittels 
Pipetten aus einer gut geschiittelten Aufschwemmung der Mikroben den mit Kon- 
servierungsmitteln versetzten Lésungen bestimmte Volumenmengen zugesetzt 
wurden. Gleichzeitig wurden jeweils Kontrollplatten zur Feststellung der Zahl der 
mit 1 cm® der betreffenden Mikrobenaufschwemmung zugegebenen lebenden Zellen 
gegossen. Natiirlich ist es bei diesem Verfahren nicht méglich, in alle Proben 100% ig 
die gleiche Individuenzahl zu bringen, und gewisse Ungenauigkeiten in den Er- 
gebnissen sind darauf zuriickzufiihren; jedoch erschien dieses Verfahren von den 
in Frage kommenden noch als das genaueste. 

Soweit Versuche tiber Wirkung von Konservierungsmitteln in Verbindung mit 
Hitzesterilisation durchgefiihrt wurden (S. 37ff.), erfolgte die Erhitzung von jeweils 
1 em® in Glasréhrehen von 6,5 em Linge und 0,8 cm Durchmesser, Einbringen in 
ein Wasserbad von der gewiinschten Temperatur und Kiihlung nach Abschlu8 der 
Erhitzungszeit in Kiswasser. Mittels eines Thermoelements wurde festgestellt, daB 
die gefiillten Réhrchen rund | min benétigten, um von 20° C auf annihernd 50° @ 
(Versuchstemperatur) zu kommen, und da&B das Abkiihlen von 50° auf 20° ebenfalls 
I min erforderte. Alle Réhrchen einer Versuchsserie wurden gleichzeitig in das 


Wasserbad getaucht und wieder daraus entfernt, so daB auch die Anwarmzeiten 
bei allen die gleichen sein muften,. 
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Versuchsergebnisse. 
Kurzfristiges Absterben von Mikroorganismen unter der Wir- 
kung hoher Konzentrationen von Konservierungsmitteln. 

Von kurzfristigem Absterben wird im folgenden dann gesprochen, 
wenn sdmtliche im Versuch vorhandenen Mikroorganismen innerhalb 
10 min abstarben. Um derartig rasches Absterben zu erreichen, sind von 
den Konservierungsmitteln (zu unterscheiden von den schon in kleineren 
_Mengen rasch abtétenden Desinfektionsmitteln) recht erhebliche Mengen. 
notwendig. Tab. 1 zeigt, welche Konzentrationen verschiedener Kon- 
servierungsmittel ein Absterben der eingebrachten Testmikroben zu 

mindestens 99,99° innerhalb 10 min hervorriefen. 


Tabelle 1. Konservierungsmittelzusdtze, die in Malznihrbriihe von pp 3 bei 20° C 
innerhalb 10 min Absterben der vorhandenen Zellen von Willia anomala zu 99,99%, 


bewirkten. 
Name Zusatz in g daraus bei pq 3 resultierender Zusatz 
des Konservierungsmittels Na-Salz je 100 em* | in Mol undissoziierter Siure? je 100 cm? 
VUGIVASA UTE jy Ge 0,1 0,00031 
Benzoesaure ....... 0,4 0,0026 
PUMeISCNSAUTE 9s. 5 + * «| 2 0,024. 
schweflige Siure. . . . . | 0,2 0,00009 H,SO, + 0,0015 HSO,’ 


Bei Propionsiure konnte bei Zusitzen bis zu 8% Na-Propionat ent- 
sprechend 0,082 Mol/100 cm’ undissoziierter Propionsdiure Abtotung von 
Willia anomala zu 99,99°%% innerhalb 10 min nicht erreicht werden, 
ebenso war eine derartig kurzfristige Abtotung von Willia anomala durch 
Paraoxybenzoesiureéthylester nicht moéglich, da die Léslichkeit zur 
Erzielung entsprechender Konzentrationen nicht ausreichte. 

Bei héheren py-Werten, insbesondere bei schwach saurer bis neutraler 
Reaktion konnte auch durch die in Tab. 2 genannten Konservierungs- 
mittel Abtétung von Willia anomala zu 99,99% innerhalb 10 min nicht, 
bzw. nur unter Anwendung von Zusitzen von mehreren Prozent und 
dariiber, erreicht werden. Fiir die rasche Abt6tung von Mikroorganismen 
durch Konservierungsmittel sind offenbar ebenso wie fiir die linger 
dauernde bei den Konservierungsmitteln vom Salz-Saure-Charakter nur 
die undissoziierten Molekiile verantwortlich. 


Zeitlicher Verlauf des kurzfristigen Absterbens; Beziehungen 
zwischen Konservierungsmittel-Konzentration und zeitlichem 
Verlauf des Absterbens. 

Die Zeit von 10 min, die etwas willkiirlich als Begrenzung fiir den 
Begriff ,,kurzfristige Abtétung~ gewahlt wurde, wurde in weiteren 
Versuchen noch unterteilt. Tab. 2 zeigt einen diesbeziiglichen Versuch 


1 Angaben tiber Héhe der undissoziierten Anteile in Abhangigkeit vom pq-Wert: 
M. v. ScHELHORN (1950a u. b). 


Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 19. 3 
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mit Willia anomala bei 20° C in Malzlésung von py 3, unter der Wirkung 
von Benzoesiiure, Ameisensiiure und Salicylsdure. 


Tabelle 2. Absterben von Willia anomala in Malzlésung von px 3 mit verschiedenen 
Zusttzen bei 20° C. 


A Daraus bei py 3 : 
3 8 ae Uberlebende nach Minuten 
gn a Konzentration 
. 3S S an undissoziier- : 
& <= | ter Sure in Mol | 
, je 100 em* 1 2 3 | 4 6 8 10 § 
Benzoesaure 
3 0,0019 3 X 10° | 2x 105 | 2x10°| 2x10°| 3x104|9x103|)1x108 
0,4 0,0026 | 3X104|7x10*| 5x10?| 2x10? | <10* 
Ameisensaure 
1 0,012 2x105|3x10*| 1x10*| 8x10°|1,7x10?/ 60| 40 9 
Py 0,024 4,5 X 104 | 4x 10° |1,7x10?| <10 
Salicylsaure 
0,05 0,00015 4x 104|.2x104| 9x10°|1,4x103| 4x10?| <10 
0,075 0,00023 1x 10*| 2 102 | 50 =10 
0,1 0,00031 Ipc 10? 40 10 <10 | 


Einsaat bei Benzoesiure und Ameisensiure 510°, bei Salicylsaure 3,4 x 105 
Zellen in 100 cm?. 

* Die Angabe ,,<10 bzw. avs bs in dieser und den folgenden Tabellen ent- 
spricht der Versuchsanordnung (vgl. 8.31), bei welcher vor Einbringung in die 
Sekundarkulturen noch die betreffende Verdiinnungsstufe eingeschaltet wurde. 


Noch nicht ganz geklart ist der zeitliche Verlauf des kurzfristigen Ab- 
sterbens unter der Wirkung der schwefligen Siure, da die Durchfithrung 
von exakten Versuchen, entsprechend denjenigen, die der Tab. 2 zu- 
grunde liegen, wegen der starken Fliichtigkeit der mikrobiologisch wirk- 
samen Komponente besonders schwierig ist. 

Von besonderem Interesse ist der Anteil der Absterbenden in der Zeit- 
einheit und der Verlauf der Absterbekurven. Zu ihrer Beurteilung wurde 
die Absterbegeschwindigkeitskonstante K (deathrate constant der 
amerikanischen Autoren) eingefiihrt. Fiir den zeitlichen Verlauf des Ab- 
sterbens einzelliger Mikroorganismen unter der Wirkung von Giften, 
z. B. Desinfektionsmitteln, gilt die Beziehung fiir monomolekulare 

Xeaktionen: 
K— 1 Zahl der Lebenden bei Beginn der Kinw irkung 


t X log Zahl der Pbenebendenaent h der Zeit t 


(vgl. Rann, 8. 29ff.). 
Es war zu priifen, ob diese Gleichung auch fiir das kurzfristige bzw. 
langerfristige Absterben von Mikroorganismen unter der Einwirkung von 
Konservierungsmitteln zutrifft. Tatsiichlich blieb (vgl. Tab. 3) in den 
Versuchen der Tab. 2 der Wert K jeweils bei ein und derselben Konzen- 
tration eines bestimmten Konservierungsmittels — von gewissen, durch 
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die Ungenauigkeit der Methodik bedingten Abweichungen abgesehen — 
wahrend der ganzen jeweiligen Versuchsdauer offenbar konstant. 


; : 1 Z 
Die Gleichung K = Tas log [ ergibt graphisch dargestellt auf semilogarith- 
t 


mischem Papier, wenn auf der Abszisse die Zeiteinheiten, auf der Ordinate die 
Zahl der Uberlebenden eingetragen werden, eine Gerade. In den vorliegenden Ver- 
_ suchen wird allerdings das Bild der Geraden nur annahernd erreicht, weshalb auf 
eine graphische Darstellung verzichtet werden soll. 


Tabelle 3. Werte fiir die Geschwindigkeitskonstante K des Absterbens von Willia 
anomala durch verschiedene Zusitze in Malzlésung bei 20° C. 
oe ee en eR a a Ee Sa EE ae 


Daraus bei pq 3 


ess : el ae on | K experimentell bestimmt im Zeitraum Minuten 
Biascocme) somatinerti | 
je 100 em? beote 2 3 cts 8 10 
Benzoesaure 
0,3 | 0,0019 | 0,22 | 0,20 10,13 | 0,10 | 0,20 | 0,22 | 0,27 
0,4 0,0026 | 1,2 0,9 1,0 0,9 | 
Ameisensaure 
1 | 0,012 | 0,40 | 0,61 | 0,57 | 0,45 | 0,58 | 0,49 | 0,41 
2 | 0,024 | 1,00 | 1,05 | 1,15 | 
Salicylsaure 
0,05 0,00015 0,93 | 0,62 | 0,52 | 0,60 | 0,49 
0,075 0,00023 1,5 1,6 
0,1 0,00031 29 2,0 


Ebenso muB vorerst darauf verzichtet werden, naher auf die Beziehungen zwi- 
-schen der Konzentration an Konservierungsmittel und der Neigung dieser Geraden 
einzugehen, da hieriiber noch nicht genug gesicherte Werte gewonnen werden 
konnten. Ran (S. 67) gibt die Gleichung an: 


Z 
K tc" = log >, 
t 


- wobei c dabei die Konzentration des Zellgiftes, n einen Wert, der fiir die verschie- 
denen Zellgifte und die verschiedenen Mikroorganismusarten spezifisch ist, be- 
deutet. Es scheint aber, daB » nicht in allen Konzentrationsbereichen konstant 
bleibt und von zahlreichen Nebenumstanden beeinflu8t wird. Schwierigkeiten bei 
der Bestimmung des Wertes n fiir die Konzentrationsabhingigkeit der Wirkung 
von Zellgiften scheinen nicht nur bei mir, sondern auch bei anderen Autoren auf- 
getreten zu sein. Jedenfalls erwahnt Rann (S. 71 ff.) die Tatsache wiederholt und 
warnt davor, auf Bestimmungen von n irgendwelche Theorien aufzubauen. 


So miissen wir uns vorerst mit der allgemeinen Erkenntnis begniigen, 
da mit steigender Konzentration der Konservierungsmittel das Ab- 
sterben der Mikroben immer rascher erfolgt. 

Voraussetzung fiir die Erzielung des vorbeschriebenen Verlaufs der 
Absterbekurven bei kurzfristiger Abtétung ist, das genetisch einheit- 


liches Material vorliegt. Bei Versuchen, die nicht mit einem von einer 
3* 
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Zelle abstammenden Stamm, sondern mit Populationen von Willia ano- 
mala oder Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt wurden, starben auch 
bei kurzfristiger Abtétung in der ersten Zeiteinheit der Versuche mehr 
Individuen ab als in spateren Zeiteinheiten. Noch weniger ist der Ab- 
sterbeverlauf natiirlich durch die genannte Beziehung erfaBbar, wenn 
ein Gemisch mehrerer Arten vorhanden ist. Auf die Bedeutung der 
Agglomeration von Hefen als Fehlerquelle wurde bereits hingewiesen 
(S. 32). Dadurch, daB sich bei fortgesetztem Schiitteln, wie es bei wieder-# 
holter Entnahme im Rahmen dieser Versuche notwendig ist, Zellagglo- 
merate lésen, kann natiirlich das Bild einer Verlangsamung des Ab-— 
sterbens unter Umstinden vorgetaéuscht werden. 
Beziehungen zwischen Temperatur und dem zeitlichen Verlauf ; 
des kurzfristigen Absterbens. ; 


Die bisher beschriebenen Versuche wurden durchweg bei 20° C durch- 
gefiihrt. Tab. 4 bringt Versuche, bei welchen die Temperatur variiert 
wurde, Aus ihr wird ohne weiteres deutlich, da mit steigender Tempera- 
tur das kurzfristige Absterben unter der Wirkung ein und pa 
Konservierungsmittel-Konzentration rascher erfolgt. Soweit Angaben 
hiertiber vorhanden sind, scheint sich die Dissoziation der Benzoesiure 
und Salicylsiure innerhalb des Temperaturbereiches 10—40° C nicht 
nennenswert zu andern, so daB diese Erklirungsméglichkeit entfallt. 


Tabelle 4. Absterben von Willia anomala in Lésungen von verschiedener Temperatur 
und verschiedenen Zusdtzen wihrend 10 min langer EHinwirkung. 


nee Daraus bei py 3 folgende Zahl der Uberlebenden nach Aufenthalt 
: Na-Salz Konzentration an von 10 min in der mit Konservierungsmittel 
— 100 one |} undissoziierter Siure in Mol versetzten Lésung bei ° C 
je 100 em? 10 20 | 30 40 
Benzoesaure 
0,1 0,00065 | 5105 | 5105 5x 105 Lx 10 
0,2 0,0013 2x10° | 2x105 5x 104 30 
0,3 0,0019 Lx LOS jal Spe d03 <10? <10? 
0,4 0,0026 2x 108 421,07 hy epee 08 
Salicylsiure 
0,04 0,00012 2x 105 2x10 | 9x103 <10? 
0,1 0,00031 | 210? — Oy Pe 102 


Einsaat bei Benzoesiure 5x 10°, bei Salicylsiure 210° Zellen im em’. 


Die genauere Analyse der Temperaturabhaingigkeit der Wirksamkeit 
der einzelnen Konservierungsmittel steht noch aus. 

Bei den Versuchen der Tab. 4 handelt es sich um verhiltnismabig 
niedrige, an sich fiir die betreffenden Mikroorganismen, wenn iiberhaupt, 
nur in Zeitraumen von Tagen tédliche Temperaturen und um hohe 
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Konservierungsmittelzusitze. In der Praxis der Anwendung von Kon- 
servierungsmitteln diirften derartige Verhiltnisse keine groBe Rolle 
spielen. GréBeres praktisches Interesse verdient die Frage, ob bei Dosie- 
rungen von Konservierungsmitteln, wie sie praktisch zugelassen und 
iiblich sind, die Wirkung der iiblichen Hitzesterilisation gesteigert werden 
kann. Es seien daher einige orientierende Versuche hieriiber mitgeteilt. 
_ Vorerst wurde dabei lediglich untersucht, wie sich eine gleichlange und 
gleichhohe Erhitzung mit und ohne Zusatz von Konservierungsmitteln 
auswirkte. Die Aufstellung von Hitzeabtétungskurven mit und ohne 
Zusatz von Konservierungsmitteln fiir verschiedene Mikroorganismen 
wird spateren Arbeiten vorbehalten. 


Tab. 5 bringt Ergebnisse diesbeziiglicher Versuche. Um Ungenauig- 
_keiten, die sich durch den Temperaturgang beim Anwarmen und Ab- 
kihlen der Proben, das jeweils etwa 1 min in Anspruch nahm, ergaben, 
moglichst gering zu halten, wurden Erhitzungszeiten von einer Stunde 
gewahlt. Infolge der geringen Hitzeresistenz der Testmikroben durfte 
dabei die Temperatur, auf die erhitzt wurde, nur 50° C betragen. 


Tabelle 5. Zahl der lebenden Zellen von Willia anomala je cm? vor und nach einem 
Erhitzen von 1 Std auf 50° C in Malznihrbriihe von px 4,5 mit Zusdtzen 
verschiedener Konzentration. 


Daraus bei py 4,5 Lebende Zellen/em$ 
Einwaage g Na-Salz folgende Konzentration 
in 100 cm* an undissoziierter SAurein Mol | Vor dem Erhitzen | nach dem Erhitzen 
je 100 cm* (Zo) (Zi) 
Benzoesadure 
) = 6x 10° 7x 104 
0,01 0,000023 6x 10° 7x 104 
0,025 0,000057 6x 105 2x10! 
0,05 0,00011 6x 105 3x 103 
0,1 0,00023 6x 105 90 
Schweflige Saure 
0) 3x 10° 4x 10+ 
0,005 nicht 3 x 105 90 
0,01 bestimmbar SOE 20 
0,1 3x 105 <10 


Uber die Dissoziation der schwefligen Saiure bei verschiedenen Tem- 
peraturen konnten nur unvollstandige Angaben beschafft werden, wes- 
halb auf Berechnung der Anteile an H,SO, und HSO,’ verzichtet werden 
soll. Bei 50° ist die Dissoziationskonstante der ersten Dissoziationsstufe 
wesentlich niedriger als bei 18 baw. 25°. Daraus laBt sich auf eine Ver- 
groBerung des undissoziierten Anteils bei gleichen px-Werten bei 50° 
und damit auf eine verstarkte mikrobiologische Wirksamkeit schlieBen. 
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Beziehungen zwischen kurzfristiger Abtétung durch Konservierungsmittel 
und der Zusammensetzung des Substrates. 


Selbstverstiindlich sollten hier alle Falle, in welchen das Konservie- 
rungsmittel durch das Substrat oder durch Stoffwechselprodukte der 
Mikroorganismen in seiner Wirksamkeit beeinfluBt wird, von der Be- 
trachtung ausgeschlossen sein, weshalb die Vergleichsnahrl6sungen so 
gewahlt wurden, da ein Reagieren mit Benzoesiiure unwahrscheinlich 
erschien. Tab. 6 zeigt einen Versuch tiber die Wirkung gleicher Konser- 
vierungsmittelmengen auf Willia anomala in verschiedenen Nia 


Tabelle 6. Uberlebende Hefen nach 10 min langer Hinwirkung verschiedener Zusiitze 
von Na-Benzoat bei 20°C und px 3 in verschiedenen Medien. Einsaat 1 x 10° Zellen/em3. 


Jukets Daraus Uberlebende in ; 
g Na-Benzoat | folgende Konzentration an |) iertem| / Nihrlésung . 
in100 cm? undissoziierter Benzoeséure ite Nihrlésung 
in Mol je 100 cm* S8S8er +6% NaCl | +12% NaCl 

0,1 0,00065 8x10! | 1x 105 | 1x 105 <10 
0,2 0,0013 6x 104 8x 104 <10 <10 9 

0,4 0,0026 PP 10 <10 | <10 <10 


Ungiinstiges Nahrmedium, z. B. Nahrungsmangel (dest. Wasser) oder 
hoher NaCl-Gehalt schwachen offenbar die Widerstandskraft der Zellen 
gegentiber hohen Konservierungsmittel-Konzentrationen. Es mu8 dabei 
beachtet werden, da eine Konzentration von 12 Gewichtsprozenten NaCl 
an sich noch keineswegs tédlich fiir Willia anomala ist, daB vielmehr da- 
bei ohne Konservierungsmittel noch Vermehrung von Willia anomala 
stattfindet. Es handelt sich in unserem Falle offenbar um eine Kombi- 
nation der Wirkung der Benzoesiure und der hohen NaCl-Konzentration. 


Wie verschiedene Versuche zeigten, gehért Willia anomala zu den- 
jenigen Mikroorganismen, die hohe Salzkonzentrationen ertragen. Bei 
salzempfindlicheren Mikroben kann die Verstirkung der Wirksamkeit 
der Benzoesiure schon bei niedrigeren Salzkonzentrationen eintreten. 


Langfristiges Absterben unter der Wirkung niedrigerer 
Konservierungsmittelzusitze. 


Zeitlicher Verlauf des langfristigen Absterbens. 


Die Tab. 7—9 zeigen Versuche, bei denen die Wirkung verhiltnis- 
maBig niedriger Konzentrationen von Konservierungsmitteln (Tab. 7 
Benzoesaure, Tab. 8 Salicylsiiure, Tab. 9 Propionsiure) iiber eine Reihe 
von Tagen verfolgt wurde. Die Versuche wurden wiederum bei 20° GC | 
durchgefiihrt, die sonstige Versuchsanordnung war die gleiche wie kei 
den Versuchen mit kurzfristiger Abtétung. Aus ihnen ist ersichtlich: 
Bei gewissen niedrigen Konzentrationen von Konservierungsmitteln 
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Tabelle 7. Absterben von Willia anomala im Verlauf von Tagen unter der Hinwirkung 
niedriger Dosen von Benzoesiure. Kinsaat 2x 10° Zellen|em?. 


Uberlebende nach Tagen 


3x 108 
'6Xx 102 


Kahmd. 
2x 10+ 


~, |Daraus bei py 3 
G84 folgende 
= 85 | Konzentration 
3 F S jan undissoziier- 
Sz q | ter Benzoesiure 
wp jin Mol je 100 cm} 1 | 2 5 y 
ee te 
0,003 | 0,000019 1,5x 108 1x10? | Kahmd. 
0,005 | 0,000033 3X 10° | 4,5 x 108 x 
0,007 | 0,000046 Te lOA a Se 10° ep 
0,01 0,000065 SA aX 1Ot | 1,6>< 108 
0,015} 0,000098 6,4 10* | 1,9 104 4x 10? 
0,02 0,00013 410% | 4x10 <10 
0,03 0,00019 2x104 | 6x10? <10 
0,05 0,00033 Ox LOFT 102 <10 
0,07 0,00046 1,2 x 10 <10 
0,1 0,00065 <10 


Tabelle 8. Absterben von Willia anomala im Verlauf von Tagen unter der Einwirkung 
niedriger Dosen von Salicylsiure. Hinsaat 3 x 10° Zellen|cm?. 


EHinwaage 
g Na- 
Salicylat 
in 100 cm? 


Daraus bei py 3 
folgende 
Konzentration 
an undissoziierter 
Salicylsaéure 
in Mol je 100 cm? 


0,000009 
0,000012 
0,000018 
0,000025 
0,000031 


0,000038 
0,000046 
0,000061 


5, 
1, 


Uberlebende nach Tagen 


3 4 
7x108 | Kahmd. 
5 x 108 ‘9 

De Lor TSt0% 
2 108 4x 10° 
9x10? | 1,3 108 
1x 108 5x 108 
1x10? 4x 10° 

<10 <10 


Rand: 


9 
nicht 
festgest. 


20 


Kahmd. 


9 


<10 


Tabelle 9. Absterben von Willia anomala im Verlauf von Tagen unter der Hinwirkung 
niedriger Dosen von Propionsdure. Hinsaat 74-10% Zellen/cm* 


Einwaage 
g Na- 
Propionat 
in 100 cm* 


Daraus bei pH 3 
folgende 
Konzentration 
an undissoziier- 
ter Propionsdure 
in Mol je 100 cm* 


Uberlebende nach Tagen 


af 4 7 11 
7x 10° 3x 104 8x 104 5x 105 
310° 3 x 10° 3 x 10° <<10) 
8x 104 <10 
5x10 <10 

<10 


Kahmd. 
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findet ebenfalls Absterben aller vorhandenen Mikroorganismen statt, 
teilweise innerhalb langerer Zeitraéiume bis zu Tagen. Werden dagegen 
die Konservierungsmittel-Konzentrationen noch niedriger, so kommt es 
zwar zunichst zum Absterben eines mehr oder weniger groBen Teiles der 
vorhandenen Mikroorganismen, der Rest nimmt aber offenbar die Ver- 
mehrungstitigkeit nach einiger Zeit wieder auf und es kommt verspatet 
doch noch zu den Erscheinungen des mikrobiologischen Verderbs. Bei 
zahlreichen Wiederholungen solcher Versuche wurde sehr haufig ein der- 
artiges Verhalten — zunichst Absterben eines groBen Teiles der vor- 
handenen Mikrobenzellen, sodann wieder Zunahme — eindeutig fest- 
gestellt. Gepriift wurde in dieser Hinsicht das Verhalten von Willa 
anomala und Saccharomyces cerevisiae. Die Beobachtungen wurden in 
gleichem Sinne bei Benzoesiiure, Salicylsiiure, Ameisensiure und Pro- 
pionsaéure gemacht. 

Hier kann von einer Konstanz der Konstanten der Absterbegeschwin- 
digkeit K natiirlich nicht mehr die Rede sein. 

Noch nicht ganz geklart sind die Verhaltnisse bei der schwefligen Saure, die we- 
gen ihrer besonders starken Fliichtigkeit und infolge des Umstandes, daB sie durch 
Aldehyde, die beim Stoffwechsel der Mikroorganismen entstehen, teilweise abge- 
bunden wird, besondere methodische Schwierigkeiten zu bieten scheint. Es sieht 
so aus, als ob hier die Grenze zwischen Zu- und Abnahme der Mikroorganismen 


scharf ausgepragt ist und deshalb Ubergainge mit schwankendem Verhalten, wie sie 
in den Tab. 7—9 in Erscheinung treten, fehlen. 


Beziehungen zwischen Lagertemperatur und zeitlichem Verlauf 
des langfristigen Absterbens. 


Wahrend das kurzfristige Absterben unter der Einwirkung hoher Kon- 
servierungsmittelkonzentrationen ganz allgemein durch eine Steigerung 
der Temperatur beschleunigt, durch eine Senkung der Temperatur ver- 
zogert wird, sind die Beziehungen zwischen langfristigem Absterben in 
Gegenwart geringerer Konservierungsmittelkonzentrationen und der 
Lagertemperatur nicht so einfach zu formulieren. 


Zu hohe, das Optimum iiberschreitende Temperaturen fiihrten auch. 
hier zu rascherem Absterben. Dasselbe war aber auch bei Kiithllagerung 
der Fall. Versuche mit Willia anomala in Malzlésung von py 3 ergaben, 
daB bei Lagerung bei 20° C noch Benzoatzusitze von 0,01 und 0,015 g/ 
100 cm® den Verderb nicht aufhalten konnten, wiihrend die gleichen 
Zusitze bei gleichzeitiger Impfung und gleichem Impfmaterial und sonst 
vollstandig gleichen Versuchsbedingungen, jedoch einer Lagerung bei 
5° Cim Verlaufe einiger Wochen zur Abnahme der Zellenzahl und schlieB- 
lich zur vollstandigen Sterilitit der Lésung fiihrten. Kiihllagerung kann 
daher in geeigneten Fiillen ebenfalls mit Anwendung chemischer Kon- 
servierungsmittel kombiniert werden. 
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Beziehungen zwischen Zusammensetzung der Nihrlisung 

und dem zeitlichen Verlauf des langfristigen Absterbens. 
Tab. 10 zeigt einen Versuch mit Willia anomala in verschiedenen Nihr- 
medien bei EKinwirkung niedriger Konzentrationen von Benzoesiure. 
Als Vergleich dient die Zahl der Uberlebenden (ausgedriickt in Prozent 


=. Tabelle 10. 
Uberlebende von Willia anomala in Prozent der Einsaat nach 4tigigem Aufenthalt 
in verschiedenen Substraten mit verschieden hohen Zustitzen von Benzoesture. 


Daraus bei 3 rt , 
Bin waace a ae Uberlebende in Prozent der Hinsaat in den Nahrlésungen 
g Na- Konzentration 2 . passes 
Benzout an undissoziier- | pestiliertes Synthetische Nahrlésung | 
in 100 cm?® ter Benzoesiure Wasser i NaCl mit 6% mit 8% mit 10% 
in Mol je 100 cm® SEEN E NaCl NaCl NaCl 
0,01 0,000065 30 100 | 30-epes 0 0,01 
0,002 0,00013 0,1 100 10 | 1 0 
0,04 0,00026 0,01 CGeaO. ca Oss 0 


der Hinsaat) nach 4tagiger Lagerung bei 20°. Ebenso wie das kurz- 
fristige Absterben wird offenbar auch das langfristige Absterben unter 
der Wirkung von Konservierungsmitteln durch Nahrstoffmangel und 
durch hohe Kochsalzzusitze beschleunigt. 


Ubergang von der kurzfristigen zur langfristigen Abtétung. 

Die Definitionen , ,kurzfristiges* und ,,langfristiges“* Absterben wurden 
selbstverstandlich nur zur besseren Verstaéndlichmachung gepragt und aus 
demselben Grund wurden bisher Beispiele mit extrem kurzer oder extrem 
Janger Einwirkungszeit und entsprechend hoher oder niedriger Konzen- 
tration der Konservierungsmittel angefiihrt. Tatsachlich sind alle Uber- 
gange hinsichtlich der Konzentration der Konservierungsmittel méglich 
und daraus folgende Zeiten fiir das Absterben der Mikroorganismen von 


Minuten bis zu Stunden und Tagen. Dabei gilt die Gleichung K = 5 
x log a um so besser, je kiirzer die Abtotungszeiten, je hdher die Kon- 
t 


zentrationen der mikrobiologisch wirksamen Substanz sind, wahrend bei 
einer Verliangerung der Absterbezeiten bzw. einer Verminderung der 
Konservierungsmittel-Konzentration die Konstante K die Tendenz an- 
nimmt, mit fortschreitender Zeit kleiner zu werden, ja das Absterben 
unter Umstinden in erneute Vermehrung iibergeht (Tab. 7—9). 


Verhalten der Mikroorganismen bei Konservierungsmittel- 
Konzentrationen, die zur Abtétung nicht ausreichen. 

Ein Teil dieses Abschnittes wurde bereits durch die Tab. 7—9 vorweg- 
genommen. Bei nicht ausreichender Konservierungsmittel-Konzentration 
kommt es zur Vermehrung und zu den Erscheinungen des mikrobiolo- 
gischen Verderbs. Die Vermehrung ist dabei gegeniiber derjenigen bei 
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Abwesenheit von Konservierungsmitteln verzégert. Die aus den Tab. 7 
bis 9 ersichtliche Erscheinung, daB zundchst ein Teil der vorhandenen 
Mikroben abstirbt, bevor der Rest wieder die Vermehrung aufnimmt, 
wurde bei ganz niedrigen Konservierungsmittel-Konzentrationen nicht 
nachgewiesen. Tab. 11 bringt nochmals einen Vergleich zwischen Ver- 
mehrung ohne Konservierungsmittelzusatz und bei Anwesenheit gering- 
ster Konzentrationen eines Konservierungsmittels. 

Tabelle 11. Vermehrung von Willia anomala in Malzndhrbriihe von pu 3 bei 20°C 


ohne Konservierungsmittelzusatz und bei Gegenwart kleinster Mengen von Benzoe- 
stiure. Einsaat 3,2 x 10° Zellen/em>. 


Daraus bei py 3 
Einwaage folgende 
g Na- Konzentration Zahl der Mikroben nach Tagen 
Benzoat an undissoziier- : 
in 100 cm* ter Benzoesiure : , 
in Mol je 100em* 1 | 2 3 4 / 7 - 
0 15108 | 2x10? | Kahmd. 
0,002 0,00013 8 x 10® 6x 108 | 2,310? | Kahmd. ; 
0,004 0,00026 3,5 105 | 1,5.108 1x10? | 1,710"? | Kahmdg 
0,006 0,00039 1,5 x 10° 4x10° | 1,6x10' 8 x 108 7 


Besprechung der Ergebnisse. 

Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen diirfte die: 
Feststellung sein, daB offenbar jedes tiber kiirzere oder lingere Zeit- 
raume hindurch beobachtete System Substrat + Mikroben + Konser- 
vierungsmittel entweder dem Endziel der Vermehrung der Mikroben oder: 
dem Endziel des Absterbens siimtlicher vorhandener Mikroben bis zur 
Sterilitat zustrebt. Dagegen konnte ausschlieBliche Vermehrungshem- 
mung, d.h. fungistatische Wirkung, als Dauerzustand nie beobachtet 
werden. Allerdings wurde bisher nur das Verhalten von Hefen und 
Schimmelpilzen gepriift, nicht dagegen dasjenige von Bakterien, speziell 
von sporenbildenden, Dies war dadurch bedingt, daB gerade die Konser- 
vierungsmittel, die Gegenstand der vorliegenden Untersuchung sind, im 
neutralen Bereich so gut wie unwirksam sind. 

Die Frage nach der inneren Natur der Wirkung von Konservierungs- 
mitteln auf die Mikrobenzellen ist noch weitgehend ungeklart. Die hier 
berichteten Untersuchungen sind eher dazu angetan, zu zeigen, wie viele’ 
und komplizierte Probleme hier hereinspielen, als daB sie zur Lésung’ 
dieser letzten Fragen beitragen. Als Erklirungsméglichkeiten werden viel- 
fach Wirkungen entweder auf die Plasmamembran oder auf lebens- 
wichtige Zellenzyme angefiihrt. 

Niheres iiber die diesbeziigliche Literatur ist der Zusammenfassung von Wyss 
zu entnehmen. Was die Stérung der Tatigkeit lebenswichtiger Enzyme durch 


Konservierungsmittel anbetrifft, so ist daran zu erinnern, da einschlagige Unter- 
suchungen, z. B, die bekannten Arbeiten von Ivanovics tiber die enzymhemmende 
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Wirkung des Salicylat-Ions oder die Untersuchungen von Wricut u. SHEGGS tiber 
die Hemmung der Synthese des f-Alanins durch Propionat, durchweg im neu- 
tralen py-Bereich durchgefiihrt wurden, wahrend fiir die in der vorliegenden Arbeit 
behandelten Wirkungen der Konservierungsmittel ausschlieBlich die undissoziierten 
Saureanteile verantwortlich zu machen sind. 


Raun (8. 39/40) nimmt an, daB ein Verlauf der Absterbekurve entsprechend 
einer monomolekularen Reaktion, wie er bei kurzfristiger Abtétung durch hohe 
Konzentrationen von Konservierungsmitteln beobachtet wurde, nur méglich ist, 
wenn je Zelle nur 1 Mol getroffen werden muB, um Absterben hervorzurufen. Daher 
‘konnten in Fallen, in welchen ein derartiger Absterbeverlauf beobachtet wurde, 
weder Denaturation von Enzymen, noch solche des Zellplasmas, vermutlich auch 
nicht Zerst6rung der Plasmamembran als Todesursache angenommen werden. Dem- 
gegeniiber fithren ENGELHARD u. HOUTERMANS aus, daf aus einem exponentiellen 
Abfall der Zeitkurven nicht unbedingt auf einen Eintreffervorgang geschlossen 
werden kann. 2 

Bereits aus diesen wenigen Literaturzitaten ist ersichtlich, wie mangel- 
haft unsere Erkenntnisse iiber die Natur des Absterbens von Mikroben 
unter der Wirkung von Zellgiften im allgemeinen und von Konservie- 
rungsmitteln im besonderen noch sind und wieviel der Forschung noch 
zu tun tbrig bleibt. 

Ein weiteres ungeklirtes Problem stellt die Erscheinung dar, daf bei 
unzureichenden Dosierungen von Konservierungsmitteln ein Teil der 
vorhandenen Mikroben zunichst abstirbt, bis der Rest dann die Ver- 
‘mehrung erneut aufnimmt. Fiir diese auf Seite 40ff. beschriebene Er- 
scheinung kénnen zwei Erklarungen in Betracht gezogen werden. Ein- 
mal wire daran zu denken, da besonders resistente Individuen, die in 
dem Material von vornherein vorhanden waren oder — wie dies ja be- 
kanntlich auch bei genetisch einheitlichem Material méglich ist — durch 
Mutation wihrend des Versuches entstanden sind, sich auch in héheren 
Konzentrationen von Konservierungsmitteln, die den normalen Ver- 
tretern der Art keine Lebensméglichkeit mehr gewahren, vermehren. 
Die andere Erklarungsméglichkeit besteht darin, daB ein Teil der mikro- 
biologisch wirksamen Substanz von den Mikroben abgebaut oder ge- 
speichert werden muf, wobei ein Teil der Mikroorganismen abstirbt, bis 
dann in dem an Konservierungsmittel verarmten Substrat wieder Ver- 
mehrung méglich ist. Bisher konnte noch nicht eindeutig festgestellt 
werden, ob die eine oder andere Hypothese oder keine von beiden zu- 
trifft. DaB nicht etwa px-Anderungen als Ursache der fraglichen Er- 
scheinung in Frage kommen, wurde von mir genau nachgeprift. 

VerhaltnismaBig leicht ist einzusehen, warum der Absterberhythmus 
beim langfristigen Absterben unter der Wirkung niedriger Konservie- 
rungsmittel-Konzentrationen in anderer Weise temperaturabhiingig ist als 
derjenige beim kurzfristigen Absterben. Bei der kurzfristigen Abtotung 
kénnte man sich einfach einen chemischen Vorgang vorstellen, der durch 


hdhere Temperaturen beschleunigt wird, wahrend beim langfristigen 
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Absterben der Giftwirkung irgendwelche Gegenkrafte der Mikroben ent- 
gegengerichtet sind, sei es nun einfach die Vermehrung eines anfangs in 
der Minderheit vorhandenen resistenten Stammes oder irgendwelche 
Reaktionen mit dem Konservierungsmittel. Jedenfalls ist die Aussicht, 
daB die Mikroben mittels eines dieser Vorgiinge im Kampf mit dem Gift 
obsiegen, um so gréfBer, je giinstiger die sonstigen Lebensbedingungen, zu 
denen auch die Temperatur gehort, fiir sie sind. 

Ebenfalls ist ohne weiteres zu verstehen, daB ein solches Obsiegen der 
Mikroben im Kampf mit dem Zellgift nur bei nicht zu hohen Konzen- 
trationen desselben moglich ist. 


Zusammenfassung. 

Es wurde die Wirkung von verschieden hohen Konzentrationen einer 
Reihe von Konservierungsmitteln auf Hefen iiber lingere Zeitabstainde 
verfolgt. Das System Substrat + Konservierungsmittel + Mikroben strebte 
dabei stets entweder dem Endziel des Absterbens aller vorhandenen Mi- 
kroben oder dem der Vermehrung der vorhandenen Mikroorganismen mit 
den Erscheinungen des makroskopisch sichtbaren Verderbs zu. Eine ledig- 
lich in Vermehrungshemmung bestehende rein statische Wirkung der Kon- 
servierungsmittel auf die Mikroorganismen wurde nie beobachtet. 

Bei geniigend hohen Konzentrationen der Konservierungsmittel und ent- 
sprechend kurzfristigem Absterben der vorhandenen Mikroorganismen im 
Verlauf von Minuten entsprach der zeitliche Ablauf des Absterbens simt- 
licher vorhandener einzelliger Mikroorganismen, vorausgesetzt, da8 es sich 
um einheitliches Material handelte, ebenso wie der Verlauf des Absterbens 
unter der Wirkung anderer Zellgifte einer monomolekularen Reaktion. 

Bei niedrigen Konzentrationen von Konservierungsmitteln, wenn sich 
das Absterben tiber Tage bis Wochen hinzog, wurde allmiihliche Ver- 
langsamung des Absterbevorganges, die sogar in Wiederaufleben der 
Vermehrung tibergehen konnte, beobachtet. 

Es wurde der Einflu8 einer Reihe von Faktoren wie der der Konzentra- 
tion des Konservierungsmittels, der Temperatur, der Zusammensetzung: 
der Nahrlosung auf den zeitlichen Verlauf des Absterbens untersucht. 
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Uber Wecehselbeziehungen zwischen Schimmelpilzen. 


1. Der Einflu8 verschiedener physiologischer Faktoren auf die 
Wechselbeziehungen zwischen Alternaria tenuis und Fusarium semitectum. 


Von 
EZZ-ELDIN M. TAHA. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 3. Mérz 1953.) 


_ Nachdem Harper (1911) wohl erstmalig die antagonistischen Wir- 
kungen zwischen 2 Pilzmycelien in Perri-Schalen mit Nahragar festge- 
stellt hatte, sind die gegenseitigen Wirkungen von verschiedenen Autoren 
naher analysiert worden. Die Autoren gehen dabei entweder von der Art 
und Weise aus, in der eine soleche Wechselwirkung erfolgt, oder sie unter- 
teilen nach dem AusmaB8 des réumlichen Abstands zwischen den mitein- 
ander vergesellschafteten und sich gegenseitig beeinflussenden Pilzen. 


Porter (1924) unterschied 5 Arten der Wechselbeziehung zwischen zwei ge- 
meinsam auf einem festen Nahrboden wachsenden Pilzen: a) Vermischung; die 
Hyphen der beiden vergesellschafteten Pilze verwachsen ungehindert miteinander; 
b) ein Pilz wachst an der Oberflache tiber den anderen hinweg, wobei der ,,unter- 
legene“ Organismus stets stark gehemmt wird; c) leichte Hemmung; beide Orga- 
nismen werden gehemmt, wachsen jedoch aufeinander zu, bis sie sich nahezu be- 
rihren; alsdann Wachstumsstillstand; d) ein Pilz wachst um den zuriickgedrangten 
Partner herum; e) gegenseitige Hemmung schon in betrachtlichem Abstand 
zwischen den beiden konkurrierenden Pilzen. 

— Broaproor (1933) dagegen unterschied bei den Wechselwirkungen zwischen 
Pilzen lediglich 2 Formen: 1. vertragliche; ein Pilz wachst tiber den anderen; 
und 2. antagonistische; zwischen den beiden vergesellschafteten Pilzen tritt eine 

“deutliche ,,neutrale“‘ Zone oder eine scharf abgegrenzte Trennungslinie auf. 


Lat (1939) unterteilte den antagonistischen Typus weiter, und zwar entsprechend 

dem Abstand zwischen den beiden beteiligten Pilzen in a) streng antagonistische, 

wenn ein Abstand von 1,5 cm oder mehr auftritt, und b) ma Big antagonistische, 
wenn der Abstand weniger als 1,5 cm betragt. 

Moustara (1942) fiihrte eine neue Definition, ,semiantagonistisch’, fiir den 
Fall ein, daB einer der beiden Pilze im Wachstum gehemmt wird, wahrend der 
andere ungestort tiber den unterdriickten Gesellschafter hintiberwachst. 

Am ausfiihrlichsten hat zuletzt OpperMANN (1951) die Wechselbezichungen 
zwischen einer groBen Anzahl von Pilzen (holzzerstérenden Basidiomyceten) unter- 
sucht. Er hat dabei u. a. 13 Gruppen der gegenseitigen Beeinflussung aufgestellt 
und in schematischen Zeichnungen festgehalten, wobei vor allem auch die zeitliche 
Anderung des Verhaltens beriicksichtigt wurde. Gleichzeitig beschaftigte sich auch 
WALiLHAvssER (1951) mit den antagonistischen Wirkungen von Bodenpilzen auf- 


einander. 
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Es war eine Streitfrage, ob der Typus der Wechselbeziehungen zwischen den 
Pilzen in den Organismen selbst begriindet liegt, oder ob er durch experimentelle 
physiologische Faktoren bedingt ist. Wahrend Macuacex (1928) fand, da die 
Hemmwirkung durch die Pilze in gewissem Grade temperaturabhangig ist, teilte 
ArRILAGA (1935) mit, daB keine Beziehung zwischen Temperatur und Pilzhemmung 
bestehe. Spiter wiederum erachtete Movustara (1942) die Wechselwirkungen 
zwischen Pilzen als von einem oder mehreren der folgenden Faktoren abhangig: 
Temperatur, pa-Wert und Art des Nahrmediums. 


Es ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, das Wesen der Wechselbe- 
ziehungen zwischen den beiden Schimmelpilzen Alternaria tenuis und 
Fusarium semitectum (beide rufen in Agypten Tomatenfiule hervor) zu 
untersuchen. Dabei soll gepriift werden, inwieweit méglicherweise eine 
Verainderung sowohl der auBeren als auch der physiologischen Faktoren. 
den Typus der Wechselbeziehungen beeinfluBt. Daneben werden auch 
die Verhaltnisse beim Wachstum zweier Organismen desselben Pilzes 
unter verinderten Versuchsbedingungen untersucht. Diese Versuche 
sollen dazu dienen, das qualitative Verhalten eines Pilzes gegentiber 
seinen eigenen Metaboliten etwas naher zu beleuchten.. 

Die hier mitgeteilten Befunde sollen also feststellen, ob die Wechsel- 
beziehung zwischen Alt. tenuis und Fus. semitectum bzw. zwischen zwei. 
Individuen eines dieser Pilze eine den Organismen selbst innewohnende 
Kigenschaft ist oder ob sie auf auBere, physiologische Faktoren zuriick- 
geht. Die Versuche umfassen die folgenden Punkte: 1. Wechselbe- 
ziehungen bei verschiedenen Temperaturen, 2. Wechselbeziehungen 
bei verschiedenen pq-Werten, 3. Wechselbeziehungen auf ver- 
schiedenen Nahrbéden. 


Methodik. 


Die Kultur der Pilze erfolgte in sterilisierten Patri-Schalen von 11 cm @. Jede 
Schale enthielt 15 cm® sterilisierten Agar-Nahrboden und wurde mit 2 Scheibchen 
der betreffenden Pilze beimpft. Die Scheibchen haben einen Durchmesser von 
4mm und werden mit einem sterilisierten Korkbohrer aus 10 Tage alten Dox-Agar- 
Kulturen herausgestanzt. Der Abstand der Scheibchen wurde in allen Schalen 
gleich gehalten. In jeder Versuchsreihe wurden 25 Schalen fiir jede der folgenden 
Kombinationen angesetzt: a) Fusarium + Fusarium, b) Alternaria + Alternaria, 


c) Fusarium + Alternaria. 
- 


Versuchsergebnisse. 
1. Kombinationen bei verschiedenen Temperaturen. 


Fiir das Studium der Pilz-Kombinationen bei verschiedener Tempera- 
tur wurden zwei synthetische Nihrbéden verwendet, und zwar Dox- 
Agar, in dem die Stickstoffquelle in anorganischer Form (als NaNOg) 
vorliegt, und Glucose-Pepton, in dem die Stickstoffquelle organischer 
Natur ist (Pepton). Auf beiden Nahrbéden wurde das Pilzwachstum bei 
10°, 25° und 30° untersucht. Auf Dox-Agar wurde auch bei 20° eine 
Versuchsreihe durchgefiihrt. Die Wachstumsverhiltnisse der Pilzmycelien, 
wie sie sich bei den genannten Kombinationen auf beiden Nahrbéden und 
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unter wechselnden Temperaturen ergaben, sind in Tab. 1 mitgeteilt. Sie 
zeigt folgendes: 


Tabelle 1. Wechselbeziehungen zwischen Alternaria tenuis und Fusarium semitectum 
bzw. zwei Individuen eines dieser Pilze bei verschiedener Temperatur. 


Per cntaaationen mE Dox-Agar | > Glucose-Pepton-Agar 
10°C | 20°C | 25°c¢ | 30°C | 10°C | 20°0 | 25°6-| 30°C 

Fusarium 

+ Vere Vs V V A Ae eee A 
Fusarium 
Alternaria 

a eA: A A; Bey) V V V V 
Alternaria 
Fusarium 

+ A A A A A A A A 
Alternaria 


V vertragliche; A antagonistische. 


a) Wahrend das Entwicklungsverhiltnis zweier Mycelien von Fusarium 
auf Dox-Nahrboden innerhalb des untersuchten Temperaturbereichs 
vorwiegend ,,vertraglich* ist (beide Kolonien nihern sich gegenseitig 
unter Vermischung ihrer Hyphen bei 10°, 20° und 25°; bei 30° verwachsen 
die Hyphen ebenfalls ungehindert miteinander, mit Ausnahme einer deut- 
lichen neutralen Zone im Zentrum), so gestaltet es sich doch auf Glu- 
cose-Pepton unter den gleichen Bedingungen ausgesprochen antago- 
nistisch. Dieser Typus einer Wechselbeziehung andert sich also nicht 
mit der Versuchstemperatur, wohl aber in ausgesprochenem Mae mit 
dem Wechsel des Nahrbodens. 

b) Das Entwicklungsverhaltnis zweier Mycelien von Alt. tenwis auf 
Dox-Nahrboden andert sich mit der Versuchstemperatur. Es ist anta- 
gonistisch bei niederen Temperaturen bis hinauf zu 25°, dartiber hinaus 
(30°) wird es ,,vertraglich. Wie aus der relativen GroBe und Aus- 
prigung der neutralen Zone ersichtlich, scheint der Hemmungsfaktor bei 
niederen Temperaturen aktiver zu sein als bei hoheren. Auf Glucose- 
Pepton ist das Verhaltnis innerhalb des gesamten untersuchten Tempe- 
raturbereiches vom Typus ,,vertraglich”. 

c) Das Verhaltnis zwischen Fusarium und Alternaria andert sich mit 
wechselnder Temperatur und wechselndem synthetischen N&hrmedium 
nicht. Es ist in allen Fallen antagonistisch. 


2. Kombinationen bei verschiedenen pu-Werten. 

Die Wechselbeziehungen, die sich bei den genannten Pilz-Kombina- 
tionen herausbilden, wurden auch bei verschiedenen pxa-Werten unter- 
sucht. Das Kultur-Medium wurde durch Zusatz von Bernsteinsdure- 
Phosphat-Puffer (35,5 g Na,HPO, und 11,8 g Bernsteinsiure je Liter 
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Glucose-Pepton) auf hinlinglich konstantem pq gehalten. Durch Zusatz 
einer entsprechenden Menge 5n HCl bzw. 5n NaOH wurden vier verschie- 
dene py-Werte eingestellt. Die Versuche wurden bei verschiedenen Tem- 
peraturen, hauptsichlich 10° und 25° durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind 
in Tab. 2 zusammengefaBt und in Abb. 1—3 photographisch dargestellt. 


Abb.1. Wechselbeziehungen zwischen zwei Individuen von Fusarium semitectum bei verschiedenem | 


Dy-Wert. 


Tabelle 2. Wechselbeziehungen zwischen Alternaria tenuis und Fusarium semitectum 
bzw. zwei Individuen eines dieser Pilze bet verschiedenem py-W ert. 


25°C 


Pilz- 10° © 
Kombinationen pH 4 | pH B re 6 daz 

Fusarium | | | | 

Aa Fee | V V V V 
Fusarium | | | 
Alternaria | 

tr bY Va a | 
Alternaria | | 

~! | 

Fusarium 

al 1 Aree Ae Ae, | 
Alternaria | 


V vertragliche ; 


A antagonistische. 


—— atl 
pu 8 | Pu 9 | Pu 4 


V A 
A; A 
A A 


| 


Pod 


Pu 6 | Pu 7 
| 


Vu devi 
| 
Vk 
AA, 


pH8 


V 


Pu 9 
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Ks zeigt sich deutlich, da die Art der Wechselwirkung zwischen den 
Mycelien desselben Pilzes mit verandertem py eine andere wird. Die Be- 
ziehungen zwischen den Mycelien zweier Fusarien oder zweier Alternarien 


pu 6 


Abb. 2. Wechselbeziehungen zwischen zwei Individuen von Alternaria tenuis bei versch. py-Wert. 


Abb.3. Wechselbeziehungen zwischen Alternariatenwis u. Fusarium semitectum bei versch. py- Wert. 


sind bei niederen pp-Werten vom Typus  »vertraglich’, werden aber 
: ; we 
bei hoherem py antagonistisch. Wie aus der relativen Grobe und 
4 
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Deutlichkeit der neutralen Zone ersichtlich, ist offenbar der Hemmungs- 
faktor bei h6heren pa-Werten wirksamer. 

Das wechselseitige Verhaltnis zwischen Fusarium und Alternaria 
scheint dagegen ziemlich unabhingig von py- und Temperatureinfltissen 
zu sein, denn es ist stets antagonistisch, und in der ,,Kontaktzone* 
tritt eine deutliche Trennungslinie zwischen beiden Pilzen auf. 

Die vorliegenden Befunde iiber das unterschiedliche Verhalten zweier 
Alternaria- baw. Fusarium-Mycelien infolge einer py-Anderung bei kon- 
stanter Temperatur stimmen mit den friiheren Beobachtungen von 
MovustaFa (1942) iiberein, der diese Befunde einer oder beiden der fol- 
genden Ursachen zuschrieb: a) die von den Pilzen produzierte hemmende 
Substanz wechselt entweder in Quantitiét oder Qualitit mit der Ande- 
rung des pxy-Wertes des Mediums, b) die hemmende Substanz wird in 
einem weiten pq-Bereich gebildet, ist aber bei einem bestimmten pq wirk- 
samer als bei einem anderen. 


3. Kombinationen auf verschiedenen Medien. 

Die bisher mitgeteilten Versuche hatten erwiesen, daB die Wechselbeziehungen 
zwischen den Pilzen stark von der Natur des Nahrmediums abhangig sind. Es 
konnte gezeigt werden, daf sich zwei Mycelien desselben Pilzes auf Glucose- 
Pepton- Agar anders verhalten als auf Dox-Agar. Wahrend namlich die beiden: 
Mycelien von Fusarium auf Dox-Agar ,,Vertraglichkeit™ zeigen, erweisen sie: 
sich auf Glucose-Pepton-Agar bei derselben Temperatur als antagonistisch. 
Andererseits ist das Verhaltnis zweier Alternaria-Kolonien auf Dox-Agar iiber- 
wiegend antagonistisch, auf Glucose-Pepton-Agar jedoch ,,vertraglich*™. 

Diese Unterschiede im Typus der Wechselbeziehungen waren nun der 
AnlaB zu Untersuchungen tiber das Verhalten der Pilze auf Tomatenex- 
trakt-Nahrbéden. Es sollte festgestellt werden, ob dabei eine Abhingig- 
keit von der zur Herstellung des Naihrbodens verwendeten Tomaten- 
Varietat erkennbar wird. In den vorliegenden Versuchen wurden Ex- 
trakte aus reifen Friichten dreier verschiedener Varietiten benutzt: 
Pritchard, Nord-Dakota und IA B. Die Herstellung des Tomatenextrakt- 
Agars erfolgte nach der in einer friiheren Arbeit (TAHA 1949) beschrie- 
benen Methodik. Uber das Verhalten der Pilze auf diesen drei Tomaten- 
extrakten gibt Tab. 3 AufschluB. 

Die Ergebnisse zeigen, daB auch hier die antagonistischen Bezie- 
hungen zwischen Alternaria und Fusarium durchaus erhalten bleiben, 
sowohl auf den verschiedenen Extrakten als auch unter den wechselnden 
Versuchstemperaturen. 

Auf Nord-Dakota-Nihrbéden aindert sich der Typus der Wechselwir- 
kung zwischen den Mycelien zweier Fusarien mit der Temperatur. Sie 
verhalten sich bei 25° ,,vertriiglich*, bei 10° und 30° dagegen antago- 
nistisch. Ebenfalls antagonistisch sind die Beziehungen auf den bei- 
den anderen Tomatenvarietiiten bei verschiedener Versuchstemperatur. 
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Abnlich ist auch die Wechselwirkung zwischen zwei Alternaria- 
Mycelien auf allen Tomaten-Varietiten und bei verschiedener Tempe- 
ratur stets antagonistisch (mit Ausnahme des bei 30° »vertrag- 
lichen Verhaltnisses auf IAB-Nahrbéden). 


Tabelle 3. Wechselbezichungen zwischen Alternaria tenuis und Fusarium semitectum 
bzw. zwei Individuen eines dieser Pilze auf verschiedenen Tomatenextrakt-Nthrboden. 
| 


Pile 10°C 25° C 30° C 


KKombinationen 


| 
| Priten.| N.D. | 14B | Priten.| N.D. | 14B | Priten.] N.D.| IAB 
| i 
Fusarium | | | | | | 
| | | 
es Pe ereer wen A Wey CAT A A |g 
| Fusarium 


Alternaria | 

Shc HA A A A A A A ARV. 
Alternaria | | 
Fusarium | | 

+ | BY aN A A A A A AW ey 
Alternaria | . | | 

V vertragliche; A antagonistische; Pritch. Pritchard Tomatenextrakt; N. D. 

Nord Dakota Tomatenextrakt; [AB 74 B Tomatenextrakt. 


Zusammenfassung. 

Die vorlegenden, rein qualitativen Untersuchungen tiber Pilz-Asso- 
ziationen auf festen Nahrbéden haben gezeigt, daB der Typus der Wech- 
selbeziehungen zwischen Alternaria und Fusarium gainzlich unabhangig 
ist von Veraénderungen der Temperatur, des py-Wertes oder der Zu- 
sammensetzung des Nahrmediums. Er ist stets antagonistisch. 

Andererseits werden die Beziehungen zwischen zwei Mycelien eines und 
desselben Pilzes (entweder Fusarium oder Alternaria) in hohem MaBe 
beeinfluBt von Anderungen im py-Wert oder der Zusammen- 
setzung des Naihrmediums, sowie — in gewissem Grade — auch 
von einer Veranderung der Temperatur. 
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(Aus dem Hygiene-Institut der Universitat Marburg.) 


Die Bakterienflora der medizinischen Blutegel. 
Von 
K.-H. BUSING, W. DOLL und K, FREYTAG, 
Mit 18 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 4. Marz 1953.) 


Uber Bakterienfunde in und an medizinischen Blutegeln (Hirudo offi-. 
cinalis und H. medicinalis) sind seit den ersten Mitteilungen von LEUK- | 
KART u. BRANDES zwar im Laufe der letzten Jahre weitere Veroffent-. 
lichungen (STEFFENHAGEN u. ANDREJEW, FERMI u. CANO, REICHENOW, 
ZIRPOLO, JASCHKE, DINAND u. BOTTENBERG, SCHWEIZER, Moorz, 
LEHMENSICK, HoRNBORSTEL) erschienen. Aber entweder beschrinken 
sich diese Mitteilungen auf vorwiegend mikroskopisch-morphologische 
Beschreibungen der Bakterien oder enthalten nur so unvollstandige 
Angaben iiber die mehr oder weniger rein geziichteten Bakterienarten, 
dafXS eine Wiedererkennung oder gar Klassifizierung derselben kaum 
moéglich ist. Wir setzten uns daher zum Ziel, unter teilweiser Nach- 
priifung friiherer Befunde eine méglichst eingehende Kenntnis tiber die 
in und an Blutegeln anzutreffende Bakterienflora zu gewinnen und nach 
Moglichkeit auch die physiologischen bzw. symbiontischen Beziehungen 
dieser Bakterien zu ihrem Wirt aufzukliren. 


I. Anatomisch-physiologische Vorbemerkungen tiber Hirudo. 


Indem wir beziiglich eingehender Darstellungen der Anatomie, Physiologie und 
Okologie der Spezies Hirudo auf die zoologische Literatur verweisen, seien hier ein- 
leitend nur diejenigen anatomischen und physiologischen Daten kurz skizziert, die 
insbesondere dem Nicht-Zoologen die Kenntnis vermitteln sollen, die fiir das Ver- 
stindnis der in den spaiteren Abschnitten behandelten Fragen notwendig sind. 


a) Anatomie. 


H. officinalis und H. medicinalis gehéren zur Klasse der Anneliden und besitzen 
als Vertreter der Ordnung Hirudineen folgende Merkmale: Der dorsoventral ab- 
geplattete Koérper wird bis zu 15 em lang und besitzt eine Breite von 1—2 cm. Das 
Gewicht betragt je nach Alter und GréBe der Tiere 0,5—15 g. — Die dunkel bis 
schwarz-griin gefarbte Dorsalseite weist 4 rotbraune, fleckige Langsstreifen auf. 
H. officinalis ist auf der Ventralseite gleichmaBig hellgriin, H. medicinalis mehr 
fleckig, gelblich griin gefiirbt. Es bestehen jedoch beziiglich der Farbung Ubergange 
zwischen beiden Varianten. — Die bei den Anneliden sonst charakteristische, sekun- 
dare Leibeshohle ist durch die michtige Mesenchymentwicklung bei Hirudo fast 
unterdriickt. Als Rest eines Coeloms ist nur das BlutgefaBsystem mit einem Bauch- 
und zwei SeitengefiiBen erhalten. — Der Hautmuskelschlauch, der auf der AuBen- 
seite mit zahlreichen schleimproduzierenden Driisen ausgestattet ist, besteht aus 
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Ring-, Diagonal- und Langsmuskelschichten. — 17 segmental angeordnete Nephri- 
dien-Paare sorgen fiir die Harnausscheidung. — Hirudineen sind Zwitter; eine 
Reihe segmental angelegter Hoden entleeren ihre Sekrete durch kurze, ventral aus- 
miindende vasa deferentia. Der Ausfithrungsgang des Ovariums miindet gleichfalls- 
nahe der ventralen Mittellinie. Der Verdauungstrakt (Abb. 1) beginnt mit der 
Mundhaftscheibe, an welche sich der Pharynx anschlieBt; an der Innenseite des 
Pharynxeinganges befinden sich 3 radiar gestellte, reich bezahnte Kiefer, an denen 
auch die Ausfiihrungsgange der Speicheldriisen miinden. An den Pharynx schlieBt 
sich der Vorderdarm bzw. Mitteldarm an, welcher mit seinen zahlreichen seitlichen 
Blindsacken den gr6Bten Teil der Leibeshéhle ausfiillt ; 
an ihn schliet sich ein kurzer, enger Enddarm an, der 
sich kurz vor der Afteréffnung zu einer Rectalblase 
erweitert. — Das Nervensystem besteht aus dem 
Bauchmark mit segmentalen Ganglien. 


b) Okologie. 

Man findet Blutegel in Tiimpeln und Teichen oder 
in langsam flieBenden Gewassern, wobei kalkarmes 
Wasser bevorzugt wird. Im Winter oder bei Austrock- 
nung eines Tiimpels verkriechen sich die Kgel in dem 
weichen schlammigen Boden, den sie im Friihjahr an 
warmen Tagen wieder verlassen. AuBerhalb des Was- 
sers trifft man medizinische Blutegel gewohnlich nicht 
an, obwohl sie die Fahigkeit besitzen, in feuchtem 
Moos oder in Bohrhéhlen des Ufers langere Zeit zu 
leben. Trotz der stets vorhandenen Schleimschicht, 
die durch Harnflissigkeit feucht gehalten wird, ist 
der Egel gegen auBere Trockenheit ziemlich empfind- 
lich. Die geographische Verbreitung der medizinischen 
Blutegel war friither wesentlich groBer als heute; in 
Deutschland ist der Bestand an Blutegeln (H. medi- 
cinalis) durch die starke Sammeltatigkeit in den letzt- 
vergangenen Jahrhunderten sowie durch Trockenle- 4), 4. parmkanal des Blutegels 
gung von Siimpfen, FluBregulierungen usw. stark zu- (aus KitKENTHAL; veriindert). 
riickgegangen. Erst in neuerer Zeit scheint H. medict- 9/4 d. nattirl. GroBe. 
nalis auchin den Gewassern Westdeutschlands wieder 
an Zahl zuzunehmen. Die fiir den medizinischen Bedarf bereitgestellten Egel stam- 
men in Deutschland entweder aus Zuchtanstalten oder aus Importen vom Balkan 
(H. officinalis). 


Darmblind- 
sack 


/etzter Dorm- 
bhindsack 


mee End darm 


c) Physiologve. 

Die Nahrung der medizinischen Blutegel besteht ausschlieBlich aus Blut. Bei der 
Nahrungsaufnahme saugt sich der Blutegel mit der vorderen Haftscheibe fest und 
schlagt durch siigende Bewegungen der 3 Kiefer eine Wunde. Der stark kontrahierte 
Teil des Hautmuskelschlauches bildet dabei das Widerlager fiir die Muskeln, welche 
den Kiefer bewegen. Zwischen den Zahnen der Kiefer miinden die Ausfithrungsgange 
der peripharyngealen Driisen, die das von HAyKRAFT entdeckte, blutgerinnungs- 
hemmende Hirudin absondern. Durch Pumpbewegungen der Muskulatur wird das 
Blut aus der Saugwunde in den Schlund emporgehoben und in die Blindsacke des 
Vorderdarmes verstaut. Uber die Aufschlie8ung und Resorption der Blutnahrung 
bestehen noch weitgehende Unklarheiten. Darmeigene Sekretionsenzyme sind bei 
Blutegeln bisher nicht einwandfrei nachgewiesen worden (DIWANY, GRAETE Ue 
Avurrum, KrukenserG, Herter). Es wird daher in der zoologischen Literatur 
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hypothetisch mit einer ,,Phagocytose“ der Blutnahrung durch die Darmwandzellen 
oder einem Abbau durch Enzyme des Nahrungsblutes gerechnet. Auf diese Fragen 
wird im III. Abschnitt ausfiihrlicher eingegangen werden. 

Harnsekretion. Morphologisch ist das Nephridialorgan in drei Abschnitte ge- 
gliedert: das Wimperorgan oder der Trichter; der driisige Teil; die Endblase mit 
Ausfiihrungskanal. 

Das Wimperorgan (Abb. 2) ragt in eine Blutlacune des Coeloms und strudelt die 
chemotaktisch angelockten Botryoidzellen, die mit Stoffwechselendprodukten be- 
laden sind, durch den Trichter in einen blaschenformigen Hohlraum: das Recep- 
taculum. Hier werden die Stoffwechselprodukte unter Zerfall der Botryoidzellen 
frei; sie werden von den Wandzellen des Receptaculums resorbiert und gelangen in 
den driisigen Mittelabschnitt des Nephridiums. Hier findet anscheinend die eigent- 
liche Harnbereitung statt. Der Harn sammelt sich in den distalwarts immer gréber 
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Abb. 2. Schema des Hirudineen-Nephridiums (nach GRAF aus HERTER; etwas veriindert). 


werdenden Vacuolen der Driisenzellen. Diese Vacuolen verbinden sich im unteren 
Abschnitt zu anfangs feineren, dann breiter werdenden Kanalen, die schlieBlich in 
einen geschlossenen Sammelkanal einmiinden, der zur Harnblase fiihrt (nach 
Kowa rwsk1). Einzelheiten iiber den histologischen Aufbau der Harnblase werden 
im Abschnitt [V noch naiher ausgefiihrt werden. 

Fortpflanzung. Die Fortpflanzung der Hirudineen erfolgt durch Ablage der be- 
fruchteten Kier in einen Kokon, welcher durch Abscheidung einer eiweiBhaltigen 
Fliissigkeit von den Driisen der Clitellarregion gebildet wird. Der zunachst band- 
formig dem Egelkérper anliegende Kokon wird kopfwarts abgestreift und in Bohr- 
locher der Uferbéschung abgelegt. Er enthalt bis zu 15 Eier, aus denen sich die 
Jungegel entwickeln und spater aus dem Kokon ausschliipfen. 


II. Allgemeine Versuchsbedingungen. 


Die zu unseren Versuchen dienenden Blutegel wurden teils in sauberen Steingut- 
gefiBen mit klarem (chlorfreiem) Wasser, teils in Vollglas-Aquarien, vor direkter 
Sonnenbestrahlung und starkeren Temperaturschwankungen geschiitzt, aufbewahrt. 
Der Boden der Aquarien war mit einer schrig ansteigenden, sandhaltigen Lehm- 
schicht bedeckt, so dafs noch eine flache Uferbéschung den Wasserspiegel uberragte. 
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— Fiitterung der Tiere fand nur zu bestimmten Versuchszwecken statt; im tibrigen 
wurden sie iiber Monate niichtern gehalten. Die Fiitterung erfolgte in der Weise, 
daB wir die Tiere an mit defibriniertem Hammelblut gefiillten und mit einem 
Stiick Schweinsblase verschlossenen Reagensglas saugen lieBen. — Die auBerliche 
Desinfektion der zur Praparierung von Organen bestimmten Tiere geschah durch 
grindliches Abwischen mit einem in 2% iger Sagrotanlésung oder 70% igen Alkohol 
getauchten Wattebausch. — Alle zur Praparierung und zu Probeentnahmen ver- 
wendeten Instrumente (Scheren, Spritzen, Kaniilen, Pipetten usw.) waren vor- 
schriftsmaBig sterilisiert. 


Il. Die Darmflora. 
Die Untersuchungen wurden an insgesamt 50 normalen, gesunden, 
_teils hungernden, teils gefiitterten Blutegeln der Species Hirudo offici- 
nalis und H. medicinalis ausgefihrt. 

Zur bakteriologischen Untersuchung des Darminhaltes wurden Proben desselben 
teils mittels Kinfithrung einer Glaskaniile in den Enddarm, teils nach Totung auBer- 
lich desinfizierter (Alkohol, Sagrotan) Egel und Offnung von der Ventral- und 
Dorsalseite mit sterilen Instrumenten aus verschiedenen Abschnitten des Vorder- 
darms bzw. den Darmblindsicken und dem Enddarm gewonnen. Die Proben wurden 
mittels Platinése auf feste Nahrboden (gewohnl. Nahragar, Traubenzuckeragar, Blut- 
agar) ausgestrichen. Die beimpften Nahrboden wurden bei 37 oder 22° C bebriitet. 

Diese Untersuchungen ergaben ausnahmslos, da} sich im Darminhalt 
stets nur eine Keimart, und zwar die von Btsrne (1951) beschriebene 
Pseudomonas hirudinis nachweisen lie}. Zweifellos ist dieses Bakterium, 
das selbst bei Anwendung einfachster bakteriologischer Technik aus 
jedem Blutegel in Reinkultur erhalten werden kann, auch schon in den 
Handen friiherer Untersucher gewesen. Wahrscheinlich ist das bereits 
yon STEFFENHAGEN und ANDREJEW als ,,coliahnlich* beschriebene Kurz- 
stabchen, welches sie aus Blutegeln isolierten, mit Ps. hirudinis identisch. 
Auch Fermi u. Cano, Moorz, LEHMENSIEK sowie HoRNBOSTEL fanden 
anscheinend dieses Bakterium und kamen auf Grund ihrer liickenhaften 
Untersuchungen zu der irrtiimlichen Auffassung, dai es sich um eine 
Abart des Bacterium coli, ,,Coli imperfectum* oder ,,Kaltbliiter-Coli 
handele. Durch die Untersuchungen von Bistrna (1951) ist jedoch klar- 
gestellt worden, daB der Darmbewohner des Blutegels nicht in die 
Familie der Enterobacteriaceen eingereiht werden kann, sondern auf Grund 
seiner morphologischen und biochemischen Daten zur Familie der Psew- 
domonadaceae, Stamm: Pseudomonadeae, Genus: Pseudomonas, gestellt 
werden muB. Und zwar gehért er einer Untergruppe des Genus Pseudo- 
monas an, fiir die wegen ihrer Fahigkeit zur Gasbildung aus verschiedenen 
Zuckern von mabgebenden Systematikern (KLUYVER u. VAN NreL, MILEs 
u. a.) die Bezeichnung Aeromonas vorgeschlagen worden ist (SNIESKO). 


a) Pseudomonas hirudinis. 
Indem beziiglich der Einzelheiten auf die Ausfiihrungen von Bistna 
verwiesen wird, seien kurz die wesentlichsten charakterisierenden Daten 


iiber Ps. hirudinis zusammengestellt : 
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Morphologie. Gramnegatives, kurzes, plumpes (0,7—1,0 «: 1,5—2,0 4), durch 
polare, monotriche BegeiBelung (Abb. 3) lebhaft bewegliches Stabchen. Keine 
Sporen. 

Kultur. Uppiges Wachstum auf allen gebrauchlichen Nahrboden zwischen 10 
und 40°C. Aerob, fakultativ anaerob. — Kolonieform, -farbe, -konsistenz: ,,coli- 
ahnlich. Auf Endoagar: nach 24 Std triibgraue Kolonien mit punktformigem, roten — 

Zentrum; Gesamteindruck: schwach rosa. 
Nach Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
4 oder auch fortgesetzter Bebriitung bei 37° C | 
im Verlauf der folgenden Tage zunehmende 
@ Rotfarbung der Kolonien, jedoch nicht des 
Nahrbodens. — Auf Blutagar: nach 24 Std 

kraftige B-Hamolyse. — Auf oder in hitzeer- 

\ starrtem Serum bzw. LoEFFLER-Serum: kraf- 
tige Proteolyse; kein foetider Geruch. — Auf 

oder in Gelatine: rasche VerHiissigung. 

Biochemische Priifung. Dextrose, Galak- 
tose, Maltose, Saccharose, Mannit, Starke 
und Glycerin werden unter Gasbildung ver- 
goren. Lactose wird in den ersten 10 Tagen | 
nicht, aber spiter langsam angegriffen. — 
Aeskulin wird gespalten. — Nitrat wird zu 
Nitrit reduziert. — Schwache H,S- Bildung in 
Cystinbouillon, nicht in Leberbouillon. Schwache Indolbildung in Trypsinbouillon. 
— Citratverwertung +. Voges-Proskauer-Reaktion (in der Modifikation von WER- 
NIG): negativ. — Harnstoffspaltung: positiv. 


Abb. 3. Pseudomonas hirudinis. Geibel- 
firbung nach Sous. Vergr. 2200 fach. 


b) Die Bedeutung von Ps. hirudinis fiir die Verdauungs- 
physiologie von Hirudo. 

Wie bereits im I. Abschnitt ausgefitihrt wurde, ist der Nachweis darm- 
eigener proteolytischer Sekretionsenzyme bei Blutegeln bisher nicht ein- 
wandfrei gelungen (Diwany, Granrz u. AuTRUM, KRUKENBERG). Die 
einzige positive Aussage hiertiber stammt von KorzHurv u. KxHupDAT- 
BERDEEY; sie fanden angeblich nur in dem kaum 2,5 cm langen Enddarm 
Verdauungsfermente, wobei es allerdings nach wie vor offen bleibt, ob es 
sich hierbei tatsichlich um darmeigene Sekretionsenzyme_ handelt. 
HerTeEr ist von dem Fehlen darmeigener Sekretionsenzyme so tiberzeugt, 
daB er Hypothesen wie die von der Resorption des unveriinderten 
Nahrungsblutes bzw. von der Vorverdauung durch nahrungsbluteigene 
Enzyme ernsthaft in Erwiigung zieht. 

Nach Auffindung und Identifizierung regelmaBig im Egeldarm vor- 
kommender Bakterien war es natiirlich sehr naheliegend, ein Symbiose- 
verhaltnis oder genauer: eine Beziehung dieser Bakterien zur Ver- 
dauungsphysiologie des Blutegels in Erwigung zu ziehen. Eine gewisse 
Berechtigung erfuhr diese Hypothese erst, als nachgewiesen werden 
konnte, daB der Darmbewohner des Blutegels in der Lage ist, die 
korpuskularen und grofmolekularen Bestandteile des Wirbeltierblutes 
zumindest in vitro enzymatisch anzugreifen (Bistne 1951). Ein 
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schlissiger Beweis fiir ein echtes Symbioseverhaltnis im strengeren Sinne 
wurde jedoch von uns in dieser Tatsache noch nicht erblickt. Vielmehr 
glaubten wir von einem Beweis erst dann sprechen zu kénnen, wenn es 
gelinge, nachzuweisen, daf 1. Ps. hirudinis im lebenden, gefiitterten 
Blutegel analoge Veriinderungen des Nahrungsblutes wie in vitro hervor- 
ruft und da 2. in Blutegeln, die auf irgendeine Weise von ihrer normalen 
Darmflora befreit worden waren (Trennung der Symbiose), diese Ver- 
anderungen des Nahrungsblutes nicht mehr eintreten wiirden. Wir 
gelangten damit zur Anstellung folgender Versuche: 1. Bestimmung der 
Erythrocytenresistenz des Nahrungsblutes in vivo und vitro, in An- und 
Abwesenheit von Ps. hirudinis, 2. Verfolgung der Proteolyse in vivo und 
in vitro in An- und Abwesenheit von Ps. hirudinis. 

Methodische Voraussetzung fiir diese Versuche war, da ein Weg 
gefunden wurde, der es gestattete, ohne Schidigung der Blutegel eine 
vollstandige und nachhaltige Vernichtung der Darmflora herbeizufihren. 
Dies gelang nach einigen Versuchen einwandfrei mit Chloromycetin 
(Chloramphenicol)!. Ps. hirudinis wird von Chloromycetin bis in eine 
Konzentration von 5y/ml véllig gehemmt. Chloromycetin ist auch in 
Losung (physiol. NaCl oder Naéhrbouillon) ziemlich stabil; so hatte z. B. 
eine 4 Wochen im Hisschrank aufbewahrte chloromycetinhaltige Nahr- 

bouillon nichts von ihrer keimhemmenden Wirkung eingebtBt. 

Das Chloromycetin (Chl.) wurde den Blutegeln folgendermafen verabreicht: 
Steriles, defibriniertes Hammelblut wird in sterilen Reagensglasern mit Chl. in einer 
Konzentration von 1 mg Chl./ml versetzt, die Reagensglaser mit steriler Schweins- 
blase verschlossen, auf 37° C erwarmt und den Egeln unter Wasser angeboten. Die 
Egel beiBen meist ohne weiteres an; gegebenenfalls miissen sie durch leichtes An- 
ritzen der Schweinsblase bis zum Austritt eines Bluttropfens angelockt werden. Die 
Tiere nehmen auf diese Weise durchschnittlich etwa 3,8 ml Blut auf. 

Der Chl.-Gehalt des verabreichten Blutes lag somit 200mal hoher als 
zur vollstandigen Wachstumshemmung von Ps. hirudinis erforderlich ist. 
Irgendwelche Anzeichen von Unvertraglichkeit oder gar toxischer 
Wirkungen auf die Egel waren bei dieser Chl.-Menge nicht zu beob- 

achten. Wiederholte Kontrolluntersuchungen an chloromycetingefiitter- 
ten Blutegeln (= Chl.-Egel) ergab Sterilitat des Darminhaltes. Hiermit 
waren die Voraussetzungen fiir die geplanten Versuche geschaffen. 


1. Die Erythrocytenresistenz gegentiber hypotonischen 
Kochsalzlésungen unter verschiedenen Bedingungen. 
Aus der Tatsache, daB man noch nach lingerer Zeit (Wochen bis 
Monate) im aufgenommenen Nahrungsblut von Egeln morphologisch 
intakte Erythrocyten feststellen kann, hat man geschlossen, daB das 


1 Antibioticum aus Streptomyces venezuelae mit bacteriostatischer und bacteri- 
cider Wirkung vorwiegend auf gramnegative Bakterien. 
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Nahrungsblut in den Blindsicken des Vorderdarms iiber Wochen bis: 
Monate unverindert bleibe, sich also auch keine nennenswerten Stoff. | 
wechselvorgiinge abspielten (PUTTER), und FuxKur glaubt gar, da im) 
Vorderdarm iiberhaupt keine Andauung des Nahrungsblutes stattfinde. , 
Wir werden im nichsten Abschnitt zeigen, da tatsichlich schon nach | 
wenigen Tagen einwandfrei meBbare chemische Verainderungen des: 
Nahrungsblutes in vivo erfolgen. Daf hierbei auch die Erythrocyten in | 
Mitleidenschaft gezogen werden, wird in den nachstehenden Versuchen | 
geschildert. 

Selbst wenn man von der zunachst hypothetischen Voraussetzung aus- - 
geht, daB Ps. hirudinis, die auf Blutagar bei 37° C innerhalb 24 Std eine : 
vollige Hiimolyse bewirkt, diese Fihigkeit auch im Darm des Blutegels: 
ausiibt, ist nicht zu erwarten, da% das gesamte Nahrungs-Blut innerhalb | 
24 Std oder auch innerhalb der ersten Tage und Wochen vollig hamoly- | 
siert wird. Sowohl die Bildung wie auch die Aktivitét der Bakterien-. 
Hamotoxine ist von der Temperatur abhingig; sie werden in maximaler | 
Menge bei 37°C gebildet (Biistna 1950) und wirken auch bei dieser ’ 
Temperatur auf Erythrocyten am stiirksten. Im Blutegeldarm bei | 
niederer Temperatur ist daher nur mit einer langsam fortschreitenden, , 
sich tiber Wochen erstreckenden Himolyse des Nahrungsblutes zu | 
rechnen. Man kann den Beginn dieses Vorganges jedoch durch Messung | 
der Erythrocytenresistenz (Technik s. b. HALLMANN) bereits inner- | 
halb weniger Tage erkennen; sie nimmt unter dem Einflu8 der von Ps. . 
hirudinis gebildeten Himotoxine sehr schnell ab. 

Versuch (Tab. 1): 1. Es wurde zunachst die Erythrocytenresistenz des zur Ver- . 
fiitterung bestimmten, sterilen, defibrinierten Hammelblutes mit und ohne Chl.- | 
Zusatz (1:1000) bestimmt. 2. Die gleichen Hammelblutproben wurden 7 Tage » 
lang bei Zimmertemperatur aufbewahrt und anschlieBend abermals die Resistenz 
gemessen. 3. Von den gleichen Hammelblutproben wurde ein Teil an Blutegel | 
verfiittert und nach 7 Tagen die Erythrocyten-Resistenz des Chl.-haltigen und ChL.- : 
freien Nahrungsblutes gemessen. Die zur Bestimmung erforderlichen Blutmengen | 
wurden durch Aufpraparierung der Egel gewonnen. 4. Ferner wurde eine Probe 
Hammelblut mit Ps. hirudinis beimpft, 7 Tage bei Zimmertemperatur stehen | 


gelassen und anschlieBend die Resistenzbestimmung vorgenommen. Die Ergebnisse | 
dieser Versuche sind in Tab. 1 dargestellt. 


Der Versuch hatte somit folgendes Ergebnis: 1. Defibriniertes | 
Hammelblut, 7 Tage bei Zimmertemperatur steril aufbewahrt, zeigt ein | 
leichtes Absinken der Erythrocyten-Resistenz (vgl. 1 mit 2). 2. Mit 
Chl. 1:1000 versetztes Hammelblut, 7 Tage bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt, zeigt gleichfalls eine geringgradige Abnahme der Erythrocyten- | 
Resistenz (vgl. 3 mit 4). 3. Defibriniertes, an Egel verfiittertes Hammel- | 
blut zeigt nach 7 Tagen eine betriachtliche Abnahme der Erythrocyten- | 
Resistenz (vgl. 1 und 2 mit 5). 4. Mit Chl. 1:1000 versetztes, an Egel | 
verfiittertes Hammelblut bleibt beztiglich der Erythrocyten-Resistenz 
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vollig unverandert (vgl. 3 und 4 mit 6). 5. Mit Ps. hirudinis beimpftes, 
defibriniertes Hammelblut zeigt nach 7 Tagen eine gleichstarke Abnahme 
der Erythrocyten-Resistenz wie normales (Chl.-freies), an Egel ver- 
fittertes Blut. 


Tab. 1. Erythrocyten-Resistenz von Blut bei verschiedener Behandlung. 


Beginnende Vollige 
Hiaimolyse Himolyse 
bei einer NaCl-Konzentration von 
1. Defibriniertes Hammelblut in vitro... . 0,54% 0,34—0,36% 
we Dasselbe nach 7:)Tagen.. . 0... 5 \s)- - 0,64% 0,4% 
3. Defibriniertes Hammelblut mit Chl. 
PEO MMEVIUTO aro ee tet sree 8 haces 0,54% 0,34—0,36% 
Ee Dasselbe nach'7 Tagen. 1°... ss 0,56% 0,38% 
5. Verfiittertes Hammelblut 7 Tage nach 
Ait aanMO pte, A tice <8) SoreaslLeye iiber 0,7% 0,52% 
6. Verfiittertes Chl.-Hammelblut 7 Tage 
MACHMATICOANING!) jor scp sci. «ie, teh 0,56% 0,4% 
7. Mit Ps. hirudinis beimpftes Hammelblut 
me nach 7\Tagen in vitro...). 2... +... - tiber 0,7% 0,52% 


Mit diesen Versuchsergebnissen scheint nunmehr bewiesen, daB die 
Hamolyse des Nahrungsblutes im Egeldarm nur durch Ps. hirudinis 
bewirkt wird und da® diese Verinderungen bereits wenige Tage nach 
Nahrungsaufnahme festgestellt werden kénnen. Hypothetisch kénnte 
noch der Einwand gemacht werden, da vielleicht das Chloromycetin 
nicht nur auf Ps. hirudinis hemmend, sondern auch auf die vielleicht doch 
vorhandenen Sekretionsenzyme des Egeldarms inaktivierend wirken 
kénne; wir glauben jedoch, da man die Beantwortung dieser Frage 
denjenigen Forschern iiberlassen darf, denen die Darstellung darmeigener 
Sekretionsenzyme beim Blutegel einmal gelingen sollte. Bis dahin halten 
wir an Hand der vorgelegten und noch folgenden (s. u.) Versuchs- 
ergebnisse daran fest, daB die Auflosung der Erythrocytenmembran im 
Blutegeldarm ausschlieBlich das Werk der Ps. hirudinis ist. 


2. Die EiweiBverdauung im Egeldarm und in vitro bei An- und 
Abwesenheit von Ps. hirudinis. 


Als MaBstab fiir die hydrolytische Spaltung der EiweiBkorper bis 
herab zu kleinmolekularen Hiweif8bruchstiicken (Oligopeptide, Amino- 
siuren, Kreatin, Harnsiure usw.) wiahlten wir die laufende Kontrolle der 
sogenannten Reststickstoffkérper, welche als Intermediir- oder End- 
produkte des EiweiBstoffwechsels sowohl im Wirbeltierorganismus als 
auch im bakteriellen ZersetzungsprozeB auftreten. Wirbeltierblut enthalt 


normalerweise etwa 25—28 mg% Rest-N, der sich mit der bekannten 
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Methode von Ksetpant nach Fallung der mit Trichloressigsiure koa- | 
gulablen EiweiBkérper im Filtrat nach Veraschung in konzentrierter 
Schwefelsiiure und Uberfiihrung in Ammoniumsulfat titrimetrisch fest-. 
stellen laBt. 


Vorversuch in vitro. 


Eine Probe sterilen defibrinierten Hammelblutes wird in zwei 
Portionen geteilt; die eine Portion wird mit Ps. hirudinis beimpft, die: 
andere wihrend der Versuchsdauer steril aufbewahrt. In langeren Zeit- 
abstanden werden von beiden Portio-. 
nen Proben zur Rest -N- Bestimmung | 
entnommen (vgl. Abb. 4). Durch die. 
Proteolyse des Ps. hirudinis tritt so- 
mit eine staéndige Zunahme der Rest- 
N-K6rper in der betr. Blutprobe ein, 
wihrend der Rest-N-Gehalt der steril 
aufbewahrten Probe praktisch unver- 
andert bleibt. ; 


Vorversuch betr. Wasserausscheidung 
frisch gefiitterter Egel. 

Da es bekanntlich (PirrEr) bei 
frisch gefiitterten Blutegeln unmittel- 
bar nach der Blutaufnahme zu einer 
starken Wasserabscheidung durch die 
Nephridien und damit zu einer ent- 
sprechenden Eindickung des Nah- 
rungsblutes kommt, war bei den beab- 


0 2030-0 ~—S« Sch tigten Messungen der RestN-K6r- 


Tage = per im Nahrungsblut damit zurechnen, 

Abb. 4, Rest-N-Anderungen in vitro. das es allein infolge des Wasserver- 

lustes zu einem scheinbaren Anstieg 

der Rest-N-Koérper im Darm kommen miisse. Um diese lediglich durch 

Konzentrationsinderung bewirkte Rest-N-Erhéhung von einem durch 

enzymatischen Abbau der Blutbestandteile entstandenen Rest -N -Zu- 

wachs unterscheiden bzw. rechnerisch in Abzug bringen zu kénnen, war 

es notig, das Ausmafi dieser Konzentrationsinderung bzw. der Wasser- 
abgabe méglichst genau kennen zu lernen. 

Aus diesem Grunde wurden die in den nachstehenden Versuchen ver- 
wendeten Egel vor und nach Nahrungsaufnahme sowie kurz vor der 
Tétung (zur Gewinnung des Nahrungsblutes) gewogen. 20 Tiere wurden 
in der vorstehend beschriebenen Weise mit defibriniertem Hammelblut 
und weitere 20 Tiere mit Chl.-Hammelblut (1:1000) gefiittert. Die 
Ergebnisse der Wiigungen sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. 
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Tabelle 2. Wasserabgabe durch Hgel. 
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ee GIDE GUC elow rrr TF tonne Ad. 
A B GIk. eeAnalionaalip—oll, oa D 
1. 2,92 6,87 3,21 3,95 0,5 | 3,66 0,29 aad aie '7.34 
2: 1,65 5,70 | 2,46 4,05 Demis 24 0,81 20,00 
3. 2,46 SS Tiel 318 3,11 A SAX 0,72 23,15 
4, 2,60 4594 OST 2,19 Se eae 0,71 32,42 
5. 1,90 4,87 | 2,97 2,97 5 | 1,90 1,07 36,02 
6. 1,44 4577) att 281 3,33 6 | 1,96 1,37 41,11 
sf 1,83 5,33 | 3,27 3,50 7 | 2,06 1,44 41,14 
8. 2,50 4,77 3,42 oF 8 | 1,35 0,92 40,53 
9. 2,43 5,73 | 3,85 3,30 10 | 1,88 1,42 43,03 
10. 2,07 6,97 | 4,15 4,90 127-9 2:89 2,08 42,45 
11 1,93 6,63 | 3,85 4,70 14, |.2,78 1,92 40,08 
12 2,35 6,60 | 4,26 4,25 16 | 2,34 1,91 44,90 
13 2,47 6,76 eo 4,29 17 = —_ sa 
14 1,89 7,01 4,29 5,12 LOR os 72 2,40 46,80 
15 1,70 5,06 | 3,21 3,36 18). 1.85 1,51 44,90 
16 1,93 5,72 | 3,52 3,79 24 | 2,20 1,59 41,90 
17 2,51 6,06 | 4,06 3,55 27 | 2,00 1,55 43,70 
18 1,93 5,59 | 3,56 3,66 Sry 19,03 1,63 44,50 
19 2,24 4,94 | 3,47 2,70 36 | 1,47 1,23 45,50 
20 2,37 4,02 | 3,09 1,65 40 | 0,93 0,72 43,60 
43,12 70,64 25,29 
Chl.-Egelt 
if 1,95 4:75, “eo. 44 2,83 0,5 | 2,64 0,19 6,71 
Bi 2,05 5,90 | 2,42 3,85 1 | 3,48 0,37 9,61 
3. 2,43 5,40 | 2,96 2,97 at 2d 0,53 17,84 
4, 1,83 4,40 | 2,44 2,57 3 | 1,96 0,61 23,73 
5. 1,74 5,19 | 2,56 3,45 Se ous 0,82 23,77 
6. 1,65 4,13 | 2,40 2,48 Tan fad ergs 0,75 30,24 
iis 2,09 5,00 | 3,01 2,91 7 11,99 0,92 31,61 
8. 2,37 6,42 | 3,50 4,05 Se G2 1,13 25,43 
9. 2,51 6,34 | 3,61 3,83 10M ree 1,10 28,72 
10 1,97 4,94 | 2,65 3,15 12)Fa) 229 0,86 27,30 
1l 1,94 4,83 | 2,84 2,89 14 | 1,99 0,90 31,14 
12 2,13 6,66 | 3,51 4,53 16 | 3,15 1,38° | 30,46 
13 2,44 7,67 | 4,06 5,23 17.3.6) 1,62 30,97 
14 2,22 737 3,83 5,15 19 | 3,54 1,61 31,26 
15 1,97 BS Ge 2,15 ole) 1.48 0,67 31,16 
16 1,99 4,83 | 2,88 2,84 24 | 1,95 0,89 31,33 
7 1,84 4,55 | 2,65 271 27a 1,90 0,81 29,89 
18. 2,59 pra De RSC 4,53 31 A, 3,25 1,28 28,27 
19. 2,44 7,48 | 4,01 5,04 36 | 3,47 1,57 31,15 
20.) 9.44 6,06 | 3,61 3,62 | 40 | 2,45 Ll? 32,32 
42,41 70,78 19,18 


A = Gewicht der Egel; B = Gewicht der Egel nach dem Saugen; Cc = Gewicht der Egel vor der 
Rest-N-Messung; B—A = Gewicht des aufgenommenen Blutes; t — Zeit nach der Nahrungsauf- 
nahme in Tagen; B—C = Gewicht des Blutes vor der Rest-N-Messung; C—A = Gewichtsverlust des 


Gewichtsangaben in g). 


1 Chl.-Egel = mit chloromycetinhaltigem Blut geftitterte Kgel. 


d C—A : 
aufgenommenen Blutes; D = Gewichtsverlust des aufgenommenen Blutes in % = BoA 100 (alle 


A 
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Aus diesen Messungen geht somit folgendes hervor : 

1. Die Menge des aufgenommenen Nahrungsblutes ist in beiden 
Gruppen gleich hoch (vgl. die Spalten B-A), nimlich insgesamt 70,64 g 
bzw. 70,78 g. D.h. chloromycetinhaltiges Blut wird von den Egeln 
ebenso gern angenommen wie Chl.-freies Blut. 

2. Die bei den Normalegeln gefundenen Werte fiir den durch Wasser- 
abgabe erfolgenden Gewichtsverlust stimmen im wesentlichen mit den 
von Pirrer angegebenen Werten iiberein. Die Hauptmenge des Wassers 
wird innerhalb der ersten 5 Tage ausgeschieden; die Wasserabgabe im 
Gefolge der Nahrungsaufnahme ist etwa am 10. Tage abgeschlossen. 
Insgesamt tritt bis zu diesem Zeitpunkt bei normalen Egeln ein Nahrungs- 
gewichtsverlust (Wasser) von rund 41—43% ein. Bei Chl.-Tieren ist 


diese physiologische Wasserabgabe von Anfang an deutlich behindert und 


bleibt im Endergebnis um etwa 11—13%, hinter der Wasserabscheidung 
normaler Egel zuriick!. Als schon auBerlich erkennbaren Ausdruck der 
geringeren Wasserabscheidung bei Chl.-gefiitterten Egeln werteten wir 
auch die Beobachtung, daB bei solchen Tieren das Nahrungsblut stets 
bedeutend fliissiger blieb als bei normal gefiitterten Egeln, bei denen das 
Blut in kurzer Zeit eine dickfliissige ziihe Beschaffenheit annimmt. 


Fae rena ee 
Speen a Rest-N in mg% 
Blutaufnahme 

1. 0,5 28,7 26,0 
2. 1 38,0 25,2 
3. 2 39,9 26,8 
4. 3 46,5 24,0 
5. 5 52,7 27,3 
6. 6 47,3 27,3 
7. 7 45,1 28,0 
8. 8 44,9 25,1 
9. 10 37,5 25,1 
10. 12 34,9 26,1 
ee 14 29,8 25,2 
12 16 29,8 23,1 
13 17 a 22,0 
14 19 34,2 24,6 
Lb 21 28,2 24,0 
16 24 29,7 18,9 
17 27 26,5 26,2 
18 31 29,5 23,6 
19. 36 30,1 20,0 
20. 40 26,1 20,4 


ee 


1 Hiermit findet eine schon von Rovsaup bei Untersuchungen an Tse-tse- 


Fliegen ausgesprochene Vermutung, da nimlich die Wasserabscheidung aus dem. 
Darm bei Blutsaugern an die Tatigkeit von Mikroorganismen gekniipft zu sein’ 


scheint, eine allerdings nur analogiemaBige Bestatigung. 
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Hauptversuch: Rest-N-Messungen. 


Tab. 3 zeigt die Ergebnisse der Reststickstoff-Bestimmungen im 
Nahrungsblut bei je 20 mit chloromycetinhaltigem und chloromycetin- 
freiem Blut gefiitterten Egeln. 


Aus den Rest-Stickstoff-Messungen kénnen keine unbedingt fest- 
stehenden Schliisse tiber den Gesamtverlauf der verdauungsphysiolo- 
gischen Vorginge beim Blutegel gezogen werden; mit Sicherheit sagen sie 
nur aus, daB der Verdauungsvorgang beim Blutegel anders gestaltet 
wird, wenn ihm die darmbewohnenden Bakterien entzogen werden. Die 
Beobachtung der gemessenen Rest-N-Werte zeigt, da der Unterschied in 
der Rest-N-K6érper-Produktion zwischen Normalegel und Chl.-Egel am 
groBten ist von der Zeit der Nahrungsaufnahme an bis etwa zum 14. Tage 
danach. Bemerkt sei zu den Vergleichen noch, daB jede Messung den 
Rest-N-Wert eines einzelnen Egels wiedergibt, der, weil er bei der Blut- 
entnahme getotet werden mufte, zu weiteren Messungen nicht verwendet 
werden kann. Daf man trotzdem die Summe der Einzelmessungen zur 
Betrachtung des Gesamtablaufes verwenden darf, zeigt die Lage der 
MeBpunkte: die Abweichung von einer Durchschnittskurve, die aus den 
MeBpunkten konstruiert werden kann, ist in dem beobachteten Zeitraum 
sehr gering. 

Der starke Anstieg der Rest-N-Werte nach dem Saugen erfolgt nur 
beim Egel, der die darmbewohnenden Bakterien beherbergt, nicht aber 
bei Egeln, denen Ps. hirudinis durch Chl.-Zusatz zum Nahrungsblut 
entzogen wurde. Darin wird man wichtige physiologische Beziehungen 
zwischen den beiden Partnern sehen diirfen, zumal Ps. hirudinis regel- 
maBig im deutschen und im ungarischen Egel nachgewiesen wurde. 


DaB dieser anfinglich starke Anstieg der Rest-N-Werte tatsachlich 
durch die Bakterien bedingt ist, zeigt auBerdem ein Vergleich mit den in 
vitro gemessenen Rest-N-Werten von Blut, das mit Ps. hirudinis 
beimpft war. Dort lagen alle Punkte der Messungen in einem Zeitraum 
von 68 Tagen auf einer ansteigenden Kurve. Vergleicht man nun die 
Messungen in vitro mit denen von Normalegeln, indem man die Ge- 
wichtsabnahme der Egel als Korrektur der Normalegel-Messungen be- 
nutzt, so verlaufen beide Kurven in der Zeit nach der Nahrungsaufnahme 
auffallend nahe zusammen. Durch die Wasserabgabe nach dem Saugen 
kommt, wie beschrieben, eine Erhohung der Konzentration der im Blut 
gelosten Substanzen zustande, die bei der jeweiligen Messung auch die 
Rest-N-Kérper-Konzentration hdher erscheinen laBt, als sie ohne die 
Wasserabgabe wire. Legen wir deshalb die aufgenommene Blutmenge 
(also ohne Wasserverlust) fiir den gemessenen Rest-N-Wert zugrunde und 
rechnen danach die theoretischen Rest-N-Werte aus, so ergeben sich die 


in Tab. 4 wiedergegebenen Werte: 


64. K.-H. Bistne, W. Doin und K. Freyrac: 


Tabelle 4. Rest-N-Werte des Blutes nach ,,Wasserkorrektur“. 


um 


Auf- % a Gemessener po vipimvariaee Gemessener Zeit (Tage) 
ime ed Ab suche oe pearl vivo (esa nase pean vitro aa Bein 
: Wasser g y tur‘ mg% 
B-A B-—C Rest-N — Rest-N 
Normalegel 

(beimpft mit 

Ps. hirudinis) 
3,95 3,66 28,7 26,6 — 0,5 
4,05 3,24 38,0 30,4 29,1 1 
3,11 2,39 39,9 30,7 32,6 2 
2,19 1,48 46,5 31,1 30,9 3 
2,97 1,90 52,7 33,7 33,6 5 

Chl.-Egel 
(unbeimpft) 

2,83 2,64 26,0 24,2 — 0,5 
3,85 3,48 25,2 22,8 24,0 i 
2,97 2,44 26,8 22,0 23,0 2 
2,57 1,96 24,0 18,3 24,5 3 
3,45 2,63 27,3 20,0 25,2 5 


Erklarung der Abkiirzungen siehe Abb. 5 und 6. 


Bei Normalegeln steigen die korrigierten Werte in 5 Tagen von 
25,8 mg% (= Ausgangswert des Blutes) auf 33,7 mg%. Die in vitro ge- 
messenen Rest-N-Werte in vitro nehmen in der gleichen Zeit von 25,8 bis 
33,6 mg% zu (vgl. © mit D in Abb. 5). Diese Ubereinstimmung weist 
darauf hin, daB die Rest-N-K6rper- 
Produktion im Darm der Blutegel 
tatsichlich durch Ps. hirudinis aus- 
gefiihrt wird. 


i 


i 
Tage 


Abb. 5. Abb. 6. 
Abb. 5. Rest-N-Werte des Blutes nach ,, Wasserkorrektur“ ; Normalegel. A in vivo gemessene Werte; 
C in vitro gemessene Werte; D theoretische Werte nach >, Wasserkorrektur*‘. 
Abb. 6. Rest-N-Werte des Blutes nach ,, Wasserkorrektur“: Chl.-Egel. A in vitro gemessene Werte 
beimpft; B in vivo gemessene Werte; C in vitro gemessene Werte, unbeimpft; D theoretische Werte 
nach ,,Wasserkorrektur“, in vitro. 
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Bei Chl.-Egeln (Abb. 6) nahern sich die Rest-N-Werte des Nahrungs- 
blutes (B) den in-vitro-Werten von unbeimpftem Blut (C), ebenso die 
theoretischen Werte (D). Es ist auBerdem wichtig festzustellen, daB die 
Korrekturwerte bedeutend niedriger liegen als in den in-vitro-Werten 
von mit Ps. hirudinis beimpftem Blut. Das heiBt: die Produktion der 
Rest-N-K6rper erfolgt durch Ps. hirudinis; bei keimfrei gemachtem 
Darm wird die Bildung von Rest-N-Substanzen gestoppt. Unter Be- 
ricksichtigung der Wasserkorrektur (Kurve D) zeigt sich, daB ledig - 
lich die primar vorhandenen Rest-N-Koérper des Nahrungsblutes resor- 
biert werden, aber keine Neubildung derselben aus Eiweif erfolgt. Bei 
Normalegeln kommt es etwa vom 10. Tage nach der Nahrungsaufnahme 
ab anscheinend zur Hinstellung eines Gleichgewichtes zwischen Resorp- 
tion und Nachlieferung der Rest-N-K6rper, die eine iiber lingere Zeit- 
raume sich erstreckende Belieferung des Wirtes durch seinen Symbionten 
mit EKiweiBabbauprodukten gewahrleistet. 


c) Antibiotische Féhigkeiten von Ps. hirudinis. 


Die in Anbetracht des tiberaus bakterienreichen Biotops des Blutegels 
auffallende Tatsache, da die Darmflora normaler Blutegel nur aus einer 
einzigen Keimart (Ps. hirudinis) besteht, legte schon zu Beginn unserer 
Untersuchungen (Btstne 1951) die Vermutung nahe, da dieses Bak- 
terium tiber irgendwelche antibiotische Fahigkeiten verfiigen miiBte, die 
das Aufkommen einer Mischflora oder gar eine Verdrangung des Sym- 
bionten verhindert. 

Die Frage, ob Fremdkeime, insbesondere pathogene Bakterien, sich im Blutegel- 

darm zu halten vermégen, hat u.a. schon STEFFENHAGEN u. ANDREJEW sowie 
MUurine interessiert. Sie verfiitterten kiinstlich infizierte Blutproben an Blutegel. 
Der Nachweis der aufgenommenen Fremdkeime gelang ihnen nur kurze Zeit nach 
der Nahrungsaufnahme. Nach mehr oder weniger langer Zeit waren jedoch die 
kiinstlich zugefiihrten Bakterien aus dem Darmtrakt verschwunden. Diese im 
Hinblick auf die medizinische Anwendung von Blutegeln bedeutsame Frage, ob 

“namlich etwa von einem friiheren Saugakt an infektionskranken Menschen her- 
riihrende pathogene Bakterien bei eventuell spaterer Wiederverwendung desselben 
Blutegels zu einer Infektion fiihren kénnte, wird von diesen und anderen Autoren 
tibereinstimmend verneint. 

Man hat diese Erscheinung mit einer angeblichen ,,desinfizierenden 
Wirkung des Hirudins‘ (s. z. B. bei HerTrr) zu erklaéren versucht, ohne 
jedoch irgendwelche Experimente hieriiber angestellt zu haben. Obwohl 
wir dieser Behauptung wenig Wahrscheinlichkeit beimaBen, priiften wir 
offizinell aus Egelképfen gewonnenes Hirudin gegentiber verschiedenen 
Keimarten; eine bactericide bzw. bakteriostatische Wirkung des Hirudins 
konnten wir jedoch nicht nachweisen. Auch Blutegel-Trockensubstanz 
(bei 50° C getrocknete und anschlieBend pulverisierte Blutegel) zeigte 
nach Beimengung zu Nahrbéden keinerlei Hemmwirkung gegeniiber 


or 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 19. 


66 K.-H. Bistne, W. Dott und K. Freytae: 


Staphylokokken. Herauspraparierte, getrocknete und pulverisierte Egel- 
dirme lieBen ebenfalls jegliche antibiotische Wirksamkeit vermissen. 

Die von Dryanp u. BoTrenBeRG, SCHWEIZER sowie WEILER auf- 
gestellten Behauptungen tiber die Existenz eines stark antibiotischen 
Blutegelsymbionten ,, Bacillus hirudinis“, der fiir ,,Reinhaltung der Egel- 
oberfliche‘‘ und gegebenenfalls auch des Darmtraktes von Fremdkeimen 
verantwortlich sein sollte, miissen wir auf Grund unserer Untersuchungen 
ablehnen. Von diesem Bacillus wird in einem spateren Abschnitt noch 
ausfiihrlicher die Rede sein. 

Dagegen schien es uns auf Grund unserer bisherigen Befunde aussichts- 
reich zu sein, den obligaten und alleinigen bakteriellen Darmsymbionten 
des Blutegels, Ps. hirudinis, einer Pritfung auf antibiotische Fahigkeiten 
zu unterziehen. Wir kénnen das Ergebnis dieser mit allen gebrauchlichen 
Methoden zum Nachweis antibiotischer Substanzen angestellten Versuche 
dahin zusammenfassen, da es uns zunichst nicht gelang, irgendwelche 
antibiotischen Eigenschaften nachzuweisen. (Angewandte Methoden: 
Priifung der Bouillonkultur-Filtrate von Ps. hirudinis im Rohrchentest, 
GuBplattenverfahren, Filtrierpapier-Plattentest, Loch- und Zylindertest 
u.a.; gepriifte Testkeime: C. diphtherieae, Sh. dysenteriae, Kl. ozaenae, 
Staph. aureus.) Erst als wir dazu tibergingen, Ps. hirudinis zasammen mit 
Testkeimen (z. B. Staph. aureus) in defibriniertem Blut zu ziichten, er- 
hielten wir positive Ergebnisse: Die miteingesiten Staphylokokken ent- 
wickelten sich neben Ps. hirudinis sehr schlecht und nahmen im Laufe 
mehrtiigiger Bebriitung bei 37° C zahlenmaBig immer mehr ab, bis sie 
nach 11 Tagen in den mikroskopisch kontrollierten Ausstrichpraparaten 
tiberhaupt nicht mehr nachweisbar waren; gleichzeitige Ausstriche auf 
Agarnihrbéden bestitigten die fortschreitende Abnahme der Staphylo- 
kokken in der Mischkultur, wihrend sie sich in einem Kontrollansatz (Blut 
nur mit Staphylokokken beimpft) ungehindert vermehrten. Ein véllig 
gleichsinniges Ergebnis wurde mit Nahrungsblutproben, die aus ge- 
fiitterten Egeln gewonnen wurden, erhalten: Eingesiite Staphylokokken 
waren nach etwa 14 Tagen Verweilen mikroskopisch nicht mehr nach- 
weisbar. 

Diese Versuchsergebnisse stellen somit zuniichst eine Bestatigung der 
schon seit langem bekannten Tatsache dar (MiHLiInc, STEFFENHAGEN u. 
ANDREJEW, WEILER), dafi Fremdkeime im Blutegeldarm nach einiger 
Zeit zugrunde gehen, und dariiber hinaus, daB Ps. hirudinis die Ursache 
dieser Keimvernichtung ist. 


d) Fettspaltung durch Ps, hirudinis. 


An hoher molekularen Substanzen sind im Blut auBer Eiwei8 auch Fette und 
Lipoide in beachtenswerter Menge enthalten (z. B. Menschenblut: Gesamtfette = 
500—800 mg%; Phosphatide (Lecithin) = 160—300 mg%; Cholesterin = 140 bis 
200 mg%). Die Frage nach der Hydrolysierung dieser Nahrungsbestandteile glauben 
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AvTRUM u. GRAxETzZ durch den Nachweis lipatischer Fermente im Blutegeldarm 
gelést zu haben. Sie fanden einmal im Darminhalt ein lipatisch wirksames Enzym 
und zum andern in zerriebenen Darmwandzellen eine zweite Lipase. 


Ks erhebt sich jedoch im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen 
die Frage: Handelt es sich bei einer oder gar beiden Lipasen, die von 
diesen Autoren nachgewiesen wurden, tatsichlich um echte Sekretions- 
enzyme? 

Was zunachst die ,, Darmlumenlipase“ anlangt, so muB es nach der von AuTRUM 
u. GRAETZ angewandten Technik durchaus zweifelhaft bleiben, ob sie vom Blutegel 
selbst, d. h. also von exkretorischen Organen oder Zellen der Darmwand gebildet und 
sezerniert wird. Es besteht vielmehr die Méglichkeit, da8 diese Lipase bakterieller 
Herkunft ist. Wir werden in den nachstehenden Versuchen zeigen, daB Ps. hirudinis 
liber eine kraftige Lipase verfiigt; hierdurch wird die Herkunft der von AuTRUM u. 
GRAETZ nachgewiesenen Darmlumenlipasen zumindest zweifelhaft. Der von den 
-gleichen Autoren gefiihrte Nachweis einer Lipase, die aus zerriebenen Darmwand- 
zellen gewonnen wurde, ist unseres Erachtens fiir die vorliegende Fragestellung (egel- 
eigene Sekretions-Lipasen) ohne Belang, da es sich bei dieser Lipase um ein intra- 
cellulares Enzym handelt, welches offenbar die Funktion der Resynthese der im 
Darm gespaltenen Fett- bzw. Lipoid-Bruckstiicke hat. 


Die Fahigkeit zur Fettspaltung und Fettspeicherung ist in der Bak- 
terienwelt weit verbreitet. Insbesondere ist diese Eigenschaft bei Pseudo- 
monas-Arten nicht selten. Zur Priifung des Fettspaltungsvermégens von 
Ps. hirudinis wurden daher folgende Untersuchungen angestellt : 


1. Verwertung von Tributyrin als einzige C-Quelle durch 
Ps. hirudinis. 


Ps. hirudinis wurde in eine Nahrlosung folgender Zusammensetzung eingeimpft: 
NH,H,PO, 1,0 g; KCl 0,2 g; MgSO, 0,2 g; Aq. dest. ad 1000,0 g. Zu 10 ml dieser 
Lésung wurden 5 Tropfen gereinigtes Tributyrin (WILLSTATTER u. MEMMEN) ge- 
geben, das Gemisch 30 min auf der Schiittelmaschine kraftig geschtittelt, vom 
Ungelésten abgegossen, die Wasserstoffionenkonzentration auf py 7,2 eingestellt 
und diese Nahrlésung schlieBlich im Autoklaven sterilisiert. 


Nach 24stiindiger Bebriitung bei 37° C ist deutliches Wachstum fest- 
zustellen; d.h. Ps. hirudinis hydrolysiert Tributyrin und verwertet die 
Bruchstiicke, wahrscheinlich zuerst das Glycerin als Energie- und 


Kohlenstoffquelle. 

Ahnliche Beobachtungen wurden bei Angebot von Olivenél, Mohnol und Riibél 
gemacht. Ps. hirudinis wachst auf Nahragarplatten mit Zusatz von einem Tropfen 
der betreffenden Ole zunichst (1I—2 Tage) ohne erkennbare Veranderungen der 
auf der Oberflache der Platte fein verteilten Oltrépfchen; nach 4—5 Tagen jedoch 
wachsen die Keime unter Krustenbildung (Fettsdureabscheidung) in die Oltrépf- 
chen hinein. Dabei tritt ein charakteristischer Geruch nach Aprikosen auf. 


2. Stalagmometrische Messung der Tributyrin-Spaltung 
durch Ps. hirudinis. 


Das kaufliche Tributyrin wird sorgfaltig gereinigt (WILLSTATTER Uu. Meme), 
davon 10 Tropfen zu 1 Liter Aqua dest. gegeben und 2 Std auf der Schtittelmaschine 


geschiittelt. Nach 24 Std wird durch ein feuchtes Faltenfilter und Verwerfung der 
5* 
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ersten ml filtriert. Von dieser Tributyrin-Losung werden 0,8 ml in 2,0 ml Ps. 
hirudinis-Aufschwemmung in Phosphatpuffer (pH 7.2) gegeben und stalagmo- 
metrisch die Tropfenzahlabnahme je Zeiteinheit gemessen. Abb. 7 zeigt die Eich- 
kurve des Stalagmometers nach Franke: Messung einer Verdiinnungsreihe der 
oben angegebenen Tributyrin-Lésungen. 


Abb. 8 zeigt die Messungen des Versuchsansatzes. Die Tropfenzahl 
nimmt somit in einer Stunde von 98,1 auf 86,2 Tropfen ab; dies ent- 
spricht (s. Eichkurve, Abb. 7) einer Konzentrationserniedrigung des 
Tributyrins von 100% auf 30%. D. h. 70% des Tributyrins werden inner- 
halb einer Stunde durch Ps. hirudinis gespalten. 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Eichkurve zur Tributyrinspaltung. 
Abb. 8. Zeitlicher Verlauf der Tributyrinspaltung durch Ps. hirudinis. 

Durch diese Versuche ist die Faihigkeit von Ps. hirudinis, héher- und 
niedermolekulare Ester zu spalten, erwiesen. Auf Grund dieser Befunde 
glauben wir, zu der Ansicht berechtigt zu sein, die ,,Darmlipase“ des 
Blutegels fiir ein Bakterienenzym zu halten. 


e) Die Ubertragung von Ps. hirudinis vom Elterntier auf den 
Jung-Egel. 

Das regelmaBige Vorkommen von Ps. hirudinis im Darm aller von uns 
untersuchten Blutegel veranlaBte uns, nach einem médglichen festen 
Ubertragungsmechanismus dieses Symbionten vom Elterntier auf den 
Jung-Egel zu forschen. Bei Bakteriensymbiosen sind Ubertragungs- 
einrichtungen durch Infektion der Eioberfliche durch Ovarial- oder 
Embryonalinfektion bekannt (Lit. bei D6LL). Dies veranlaBte uns, 
zunichst in den Geschlechtsorganen und deren Ausfithrungsgingen nach 
Ps. hirudinis zu suchen. Hierzu wurden Egel unter méglichst sterilen 
Bedingungen von der Ventralseite aus aufpripariert und folgende 
Organe entnommen: Penis mit Prostata, Samenblase, Hoden und die 
weiblichen Geschlechtsorgane. Bei der bakteriologischen Untersuchung 
dieser Organe lieB sich niemals Ps. hirudinis nachweisen. Eine Uber- 
tragung durch Infektion der Hier bzw. der Eioberflache lieB sich infolge- 
dessen mit hinreichender Wahrscheinlichkeit ausschlieBen. 
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Dagegen gelang es uns, nach dem Vorgang von Jascuke, der die Uber- 
tragung von Darmbakterien iiber die Kokonfliissigkeit bei Piscicola 
geometra (Fischegel) beschrieben hat, diesen Ubertragungsmechanismus 
auch fiir Egel der Gattung Hirudo nachzuweisen. 

Obwohl die Zucht von Hirudo officinalis und H. medicinalis im Aquarium be- 
kanntlich als sehr schwierig angesehen wird, konnten wir in einem mit 9 gut er- 
nahrten Egeln (H. officin.) besetzten Aquarium, welches eine iiber den Wasser- 
Spiegel herausragende, mit Uferpflanzen besetzte Uferbéschung (sandhaltiger Lehm) 
besaB, nach einigen Wochen in frisch angelegten Bohrhéhlen die Ablage von drei 
Kokons beobachten. 

Die bakteriologische Untersuchung der Kokonfliissigkeit, die durch 
Punktion mit steriler Spritze gewonnen wurde, ergab das Vorhandensein 
von 4 verschiedenen Bakterienarten, unter ihnen Ps. hirudinis. Bei der 
Untersuchung des Darminhaltes der im Kokon befindlichen Jung-Egel 
fand sich ebenfalls Ps. hirudinis neben einigen anderen Bakterien der 
Pseudomonas- und Alcaligenes-Gruppe. Nach etwa 2 Monaten wurden die 
aus den Kokons gewonnenen Jung-Egel erstmalig mit sterilem Hammel- 
blut gefiittert und 12 Tage nach dieser Mahlzeit getétet. Die Unter- 
suchung des Darminhaltes ergab in Ubereinstimmung mit den im 
vorigen Abschnitt erwahnten antibiotischen Fahigkeiten jetzt nur noch 
das Vorhandensein einer Keimart: Ps. hirudinis. 


In welchem Stadium der Kokonbildung bzw. Kokonabstreifung erfolgt 
jedoch die Infektion der Kokonfliissigkeit mit Ps. hirudinis? Da die 
Geschlechtsorgane, die Geschlechtswege sowie die Korperoberflache der 
Egel (s. Abschn. IV) normalerweise nicht mit Ps. hirudinis besiedelt sind, 
war eigentlich nur eine Infektion der Kokonfliissigkeit beim Abstreifen 
tiber den Kopf aus der Schlundoffnung heraus denkbar. Es mufite daher 
gepriift werden, ob Ps. hirudinis sich regelmaBig auch in der Schlund- 
region bzw. der Schlund6ffnung nachweisen lat. Hierzu wurden an 
20 Egeln mit steriler Platindse Schlundabstriche gemacht und auf Blut- 
agar ausgestrichen. 20 weitere Egel lieBen wir kurz an Blutagarplatten 
saugen. Ausstriche und ,,Saugplatten*’ wurden 24 Std bei 37° C bebriitet. 
Ergebnis: In 18 Schlundausstrichen und an 11 Saugstellen lieB sich 
Ps. hirudinis (z. T. in Reinkultur) nachweisen. 

Die Ubertragung der Ps. hirudinis vom Elterntier auf den Jung-Kgel 
ist somit anscheinend durch einen festen Ubertragungsmechanismus 
gewiihrleistet. Der im Bereich der Clitellarregion bandformig um den 
Blutegelkérper abgeschiedene Kokon, in welchen die Hier aus den Aus- 
fiihrungsgingen der Geschlechtswege abgelegt werden, wird tiber den 
ganzen Egelkérper nach vorn und schlieflich tiber den Kopf abgestreift. 
Dabei infiziert sich die Kokonflissigkeit mit Keimen der Egeloberfliche 
und im Bereich des Schlundes schlieBlich auch mit Ps. hirudinis. Die Kei- 
me gelangen durch die Schlundoffnung der Jung-Egel in den Darmtrakt, 
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in welchem sich schlieBlich (spaitestens nach der ersten Blutmahlzeit) 
Ps. hirudinis mit Hilfe seiner antibiotischen Eigenschaften als alleiniger 
Bewohner durchsetzt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse iiber die Untersuchungen der Darmflora 
von Hirudinis officinalis und H. medicinalis. 

1. Der Darmtrakt von Blutegeln (Hirudo) ist mit einem Symbionten: Pseudo- 
monas hirudinis besiedelt. 

2. Ps. hirudinis hamolysiert in vitro wie in vivo die Erythrocyten und spaltet 
EiweiB und Fette. Er gewahrleistet auch die nach Nahrungsaufnahme erfolgende 
physiologische Wasserabscheidung (Eindickung des Nahrungsblutes) bei Blutegeln. 

3. Das Symbioseverhaltnis besteht darin, da der Wirt (Hirudo) semem Sym- 
bionten (Ps. hirudinis) einen Teil seiner Nahrung zur Verfiigung stellt und der 
Symbiont die AufschlieBung der hochmolekularen Nahrstoffe (EiweiB, Fette) im 
Darm iibernimmt. Erst hierdurch ist der Wirt in der Lage, die in den Darm auf- 
genommene Nahrung zu resorbieren, da er iiber keine darmeigenen Sekretions- 
enzyme (Hydrolasen) verfiigt. 

4. Die Ubertragung des Symbionten vom Elterntier auf den Jung-Egel ist durch 
einen festen Ubertragungsmechanismus gesichert (,,Cyclische Symbiose**). 


IV. Die Nephridial-Flora. 


Uber die allgemeine Anatomie der Segmentalorgane des Blutegels vgl. 
den einleitenden Abschn. I. Von den einzelnen Teilen des Nephridial- 
organs interessierte uns vor allem der erwahnte ,,Flimmerbesatz** der 
Endblase sowie eine etwa vorhandene bakterielle Besiedlung der Harn- 
blasenfliissigkeit. 


a) Der ,,Flimmerbesatz* des Harnblasenepithels. 


Die Vorstellungen tiber den Austreibungsmechanismus des sich in der Harnblase 
ansammelnden Harns weichen in verschiedener Hinsicht voneinander ab. Wahrend 
Botstus meint, da die Entleerung durch den Druck der anliegenden Organe, d.h. 
also durch den mit Nahrungsblut gefiillten Darm, erfolgt, zeigten LeucKART u. 
Branpes, daf die Endblase einen circuliren Muskelmantel besitzt, der durch Kon- 
traktion den Harn austreibt. Merkwiirdigerweise halten es viele Untersucher 
(BourNrE, GRAF, ScrrBAN u. AuTRUM) fiir notwendig, der Blase auBerdem noch 
ein Fliimmerepithel zuzuschreiben; diese Angabe hat sich auch bis jetzt in den 
modernen Handbiichern der Zoologie anscheinend durchgesetzt (s. z. B. bei HEr- 
TER), Obwohl schon LeucKART u. BRANDES sowie spiter BUCHNER sowie JASCHKRE 
auf die mégliche ,,Leptothria*-Natur der fiidigen Gebilde, welche dem Blaseninnern 
aufsitzen, hingewiesen haben. Kine ausfiihrlichere Darstellung diesbeziiglicher 
Literaturstellen findet sich bei Frryraa. 


1. Kigene histologische Beobachtungen. 


Von frisch herauspriiparierten Egel-Harnblasen wurden Gefrierschnitte 
angelegt, die mit Eisenhimatoxylin nach HremENHAIN gefirbt wur- 
den. Man erkennt den dichten Besatz teils parallel gerichteter, teils 
auch verfilzter Faden, die in dieser Abbildung groBtenteils ziemlich 
gleichmaiBig dem Harnblasenepithel aufsitzen. An einigen Stellen sind 
Kornelungen, besonders am apikalen Ende, festzustellen, ein Befund, der 
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mit der absoluten Homogenitat echter Cilien kaum in Kinklang zu 
bringen ist. Auffillig und ebenfalls gegen die Ciliennatur sprechend ist der 
starke Lingenunterschied der einzelnen Faden. Am rechten oberen Bild- 
rand scheint sich der Besatz in toto abgelést zu haben und flottiert 
frei im Lumen. Dies zeigt Abb. 10 noch deutlicher. 


Abb. 9. ,,Flimmerbesatz des Harnblasenepithels beim Blutegel. Vergr. 500 fach. 


Man kann die Abhebung oder Ablosung des Besatzes an frischen, un- 
fixierten und ungefarbten Praparaten durch leichtesten Druck auf das 
Deckglas, z. B. durch die Frontlinse starker Objektive, leicht hervor- 
rufen und z. B. im Phasenkontrast-Mikroskop unmittelbar beobachten. 
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Abb. 10. ,,Flimmerbesatz‘‘ (abgelést) des Harnblasenepithels beim Blutegel. Vergr. 500 fach. 


Hierbei fallt vor allem auch die absolute Starrheit dieser Faden auf. Ein 
,,Cilienschlag“* war auch bei lebensfrischen Priiparaten niemals zu beob- 
achten. ; ; 
Infolge der leichten Ablosbarkeit des Fadenbesatzes findet man Konglo- 
merate verfilzter Faden hiaufig auch frei in der Harnblasenflissigkeit 
(Abb. 11). Sie zeigen — im Gegensatz zu den Angaben von LEUCKART u. 
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JASCHKE — keine aktive Beweglichkeit, sondern héchstens eine trage 
Molekularbewegung. Die Fadenkonglomerate sind schon mit blofem 
Auge oder bei LupenvergréBerung als weiBliche Fléckchen in der Harn- 
blasenfliissigkeit zu erkennen. Im mikroskopischen Bilde zeigen sie 
charakteristischerweise eine strahlige oder drusenférmige Lagerung der 
einzelnen Faden. 

Bourne hielt diese ,,weiBlichen Massen“ fiir Fibringerinnsel, Marcwat verglich 
sie mit Leucin-Kristallen; er erwahnt jedoch, daB sie in Wasser, Ammoniak oder 
verdiinnter Salpetersiure unléslich seien. GraF erkannte schon die eigenartigen 
Kérnelungen, hielt sie aber fiir Niederschlige, die durch die Fixierung entstanden 
selen. 

Eine Untersuchung der Faden auf ihr optisches Verhalten zwischen 
gekreuzten Nicols ergab optische Isotropie. Auch dieser Befund spricht 
gegen die Ciliennatur des Fadenbe- 
satzes. Cilien sind optisch stets vé6l- 
lig homogene Gebilde und zeigen im 
polarisierten Licht positive Doppel- 
brechung in Bezug auf ihre Lange 
(GuRwItTscH, WEISS, BUCHTHAL und 
Kwnappets). Auf Grund der vorgeleg- 
ten Befunde hielten wir die Annahme 
fiir berechtigt, daB es sich bei diesem 
regelmaiBig vorkommenden Fadenbe- 
satz der Egel-Harnblase um Bakterien 
handeln miisse. Um diese schon von 
LeucKkART und BRANDES sowie von 
JASCHKE und von BUCHNER ausge- 
sprochene Ansicht zu begriinden, hiel- 
ten wir es fiir notwendig, diese Keime einer eingehenderen bakteriolo- 
gischen Untersuchung zu unterziehen. 


Abb.11. Verfilzte Faden in der Harnblasen- 
fliissigkeit des Blutegels. Vergr. 600 fach. 


2. Bakteriologische Untersuchungen. 


Wir miissen diesem Abschnitt folgende Bemerkung von ScHwarrz 
voranstellen: ,,Symbiont und Wirtsorganismus haben als gemeinsames 
Merkmal weitgehende Anpassung an ihr Milieu, die im allgemeinen bei 
dem Symbionten am stiirksten zu sein scheint. Ziichtung auf kiinstlichem 
Substrat gelingt deshalb entweder tiberhaupt nicht oder nur unter 
groBen Schwierigkeiten. ‘‘ 

Wenn auch die Unmédglichkeit bzw. Schwierigkeit der Ziichtung 
keineswegs fiir alle Symbionten (z. B. nicht fiir Ps. hirudinis) gelten, so 
treffen sie doch leider fiir diesen fiidigen Nephridialkeim zu, d. h. er ist nur 
sehr schwer auf kiinstlichen Nahrsubstraten zur Vermehrung zu bringen. 
Auf gewohnlichen Nahrmedien wie neutrale oder natursaure Bouillon 
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bzw. Agar wuchs er zunadchst ebenso wenig wie auf zucker- und blut- 
haltigen N&ahrbéden. Auch die Ziichtung bei verschiedener Temperatur 
(18°, 22°, 36°) und veranderter Wasserstoffionenkonzentration (px 6,5 bis 
8,0) miBlang. Dagegen gelang es uns schlieBlich, den Keim auf sogen. 
Pilzagar (Agar mit natursaurer Buillon, py = 6,4, 1°% Pepton, 0,5°%, 
Kochsalz, 2°%, Dextrose, 4°/, Maltose) bei 22°C zum Wachstum zu 
bringen. Von dieser Erstkultur aus konnte der Keim spiiter auch auf 
anderen Nahrboden (s. u.) miihelos fortgeziichtet werden. Spiter gelang 
uns jedoch die Neuziichtung dieses Keimes aus dem Egelharn nie wieder. 
Welche zufalligen, giinstigen Faktoren uns diese einmalige Erstziichtung 
ermoglichte, kénnen wir trotz eingehender Nachpriifung der seinerzeit 
angewandten Methodik nicht an- 

geben. Die so gewonnene Rein- + 


kultur zeigte folgende kulturmor- ‘ is : 
phologischeundbiochemische . ,  ™ ~ : : 
Higenschaften: *j ‘ eee whe 
Auf Pilzagar: erscheinen nach zwei- 5 “* 4 fom ae F < 
tagiger Bebriitung 1—2 mm im Durch- f ie gee | * :, 
messer messende runde, erhabene, glatt- 3 ee oa > . 
randige und feuchtglanzende Kolonien. 2 “ % 
Die Konsistenz ist anfangs zihschleimig, +" “gf ? a ' 
so daB eine solche Kolonie sich in toto ~ ‘, fe Me ’ 4 
auf dem Agar verschieben laBt. Spater . PRs Sighs ga a 
haftet sie fester an und nimmt eine zah- AS % na bt 
gallertige Beschaffenheit an. Die Farbe SS if 
der Kolonien ist rosa bis rostrot; das Abb. 12. C. vesiculare. 4 Tage alte Kultur. 
wasserlosliche Pigment diffundiert inden Vergr. 1000 fach. 


Nahrboden. — Auf Dextrose-Agar: 

In fast allen Punkten wie auf Pilz-Agar; jedoch etwas schwachere Pigmentbildung. 
— Auf Blut-Agar: Die Kolonien erscheinen hier mit mattglanzender Oberflache. 
Keine Anheftung der Kolonien an den Nahrboden. Kolonien deutlich kleiner als 
auf Pilz-Agar bzw. Dextrose-Agar. Keine oder nur schwache /-Hamolyse. — 
Neutraler Nahragar: Wie auf Pilz- oder Dextrose-Agar. Kolonien weniger 
uppig. — Gelatine: Kolonien wie auf Pilz-Agar; das Pigment ist hier mehr 
orange-rot. Keine Verfliissigung der Gelatine. — Auf LorriEr- Serum (?/; Rinder- 
serum -++ 1/, 2%ige Dextrose-Bouillon bei etwa 80° erstarren lassen): Feucht- 
glanzende Kolonien, ahnlich wie auf Pilz-Agar, mit mehr orange-gelbem Pigment. 
Auch hier beim Alterwerden der Kultur Konsistenzinderung von schleimig zu 
zih-fadenziehend bis gallertartig (etwa nach 5 Tagen). 


Die mikroskopisch-morphologischen Merkmale des auf ver- 
schiedenen Nahrmedien geziichteten Nephridial-Keimes sind folgende : 


Von Pilzagar: Schlanke, 0,3  breite, unbewegliche Faden von etwa 
10 w Lange. — Grampositiv bis gramlabil. Nach 5—I0 sec langer 
Farbung mit waBriger Fuchsinlésung deutliche Querbinderung. Keine 
Saurefestigkeit nach ZrmHt-Neeisen-Farbung. Nach Nersser-Farbung 
meist reichlich eingelagerte Volutinkérnchen erkennbar (Abb. 12). 
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In alteren Kulturen, nach etwa 5 Tagen, entwickeln sich nach Ver- 
schwinden der Volutinkérnchen in den Faden nicht anfarbbare Auf- 
treibungen, die Ahnlichkeit mit Bakteriensporen haben (Abb. 13). Sie 
zeigen aber weder die fiir Sporen charakteristische Lichtbrechung noch er- 
weisen sie sich als hitzeresistent. Die Tatsache, daB diese Gebilde erst zu 
einer Zeit beobachtet werden, wenn die Volutinkérnchen verschwunden 
sind, legt die Vermutung nahe, das es sich um die leeren Lager der auf- 
gezehrten Volutinkérner handeln kénne, 
Eine endgiiltige Entscheidung tber die 
Natur dieser Gebilde kénnen wir jedoch 
nicht geben. 

Auf Harnstoff-Dextrose-Agar (0,5°, Dex- 
trose, 1°, Harnstoff) bilden sich zunachst 
gleichfalls schlanke Staébchen von 6—10 ” 
Linge, die spater (nach 6 Tagen) zu langen 
gewundenen Faden von etwa 0,5 uw Breite 
auswachsen (Abb. 14). 

EN SENS NEY Ein merkwurdiges Phénomen laBt sich 

Kultur. Verer, 1000fach. bei der Gramfirbung dieses Keimes be- 

obachten, wobei es gleichgiiltig ist, ob man 

das Praparat von jiingeren oder alteren Kulturen gewinnt: Es kommt 

nimlich unter der Gramfirbung zu einer bizarren Auftreibung sowohl 
einzelner Staibchen als auch lingerer Fadenstiicke (Abb. 15). 


Abb. 14. C. vesiculare. Padenbildung auf Harnstoff-Dextrose-Agar. Vergr. 1000 fach, 


So entstehen z. B. plumpe, spindelformige Gebilde aus den urspriing- 
lich schlanken Kinzelindividuen oder in Faden betrichtlich aufge- 
quollene Fadenstrecken. Untersuchungen iiber die Ursache dieser 
Deformierung ergaben, dai Carbol-Gentianaviolett zunichst schwach 
quellend wirkt, aber erst die nachfolgende Lugol-Impriignation die rapide 
Auftreibung hervorruft; Lugol’sche Lésung allein wirkt dagegen nicht 
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quellend. Auch die Hitze-Fixierung und Alkoholbehandlung bei der 
Gramfarbung hat keinen quellenden Einflu8. 

Auf Grund des morphologischen Vergleichs des auf kiinstlichen Nahr- 
béden geziichteten Keimes mit dem ,,Cilienbesatz‘: der Egelharnblase 
glauben wir mit Sicherheit aussagen zu kénnen, da® es sich bei dem 
gefundenen Keim um das Bakterium handelt, welches in der Harnblase 
als dichter Bakterienrasen angetroffen wird. — Der einmal auf Pilzagar 
gewachsene Keim lat sich in den nachfolgend aufgefithrten Aen oe 
ziemlich gut fortziichten. Schwierigkeiten bereitet nur die Erstztichtung 
aus der Egelharnblase, die uns, wie gesagt, durch einen nicht naher be- 
kannten Zufall auch nur einmal gelang!?. 

Von weiteren biochemischen Eigenschaften wurden folgende 
festgestellt : 
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Abb. 15. C. vesiculare nach Gram-Farbung. Vergr. 1000 fach. 


Wachstumsoptimum: Temp. von 22—37° C, px 6,4; aerob. — Farbstoff- 
bildung: am besten unter aeroben Bedingungen bei 22°C und Belichtung mit 
diffusem Tageslicht auf Pilzagar (s. 0.); auf gew. Nahragar oder Dextroseagar ist 
die Farbstoffbildung schwacher; auf Nahrgelatine erscheint der Farbstoff intensiv 
orange-rot. — Lakmusmilch: auch bei mehrtagiger Bebriitung bis zu 8 Tagen 
keine Gerinnung, keine Sauerung, keine Peptonisierung, keine Lakmusreduktion; 
leichte Alkalisierung. — Trypsinbouillon: keine Indolbildung aber Ammoniak- 
entwicklung. — Vocrs-Proskaugsr- Reaktion: (Acetylmethylcarbinolbildung ) 
negativ. — Leber- und Cystinbouillon: keine H,S-Bildung. — Harnstoff- 
spaltung: Negativ. — Citrat kann nicht als einzige Kohlenstoffquelle verwertet 
werden. — Gelatine oder hitzekoaguliertes Serum werden nicht verfliissigt. — 
Kohlenhydratangriff: Negativ (gepriift wurden: Dextrose, Saccharose, Lactose, 
Xylose, Mannit, Maltose, Arabinose,Galaktose, Starke). — Pepton: starke Am- 
moniak-Entwicklung. 

Klassifizierung des Nephridialkeimes: 

Unter Zugrundelegung des Systems von Bercry kann der Keim entweder der 
Ordnung I: Eubacteriales eingeordnet werden, Unterord. I Hubacteriineae oder der 
Ord. Il Actinomycetales. Dabei gibt allerdings nur die Neigung zur Fadenbildung 
~ 1 Bine Reinkultur des Keimes ist deponiert im Centre de Collection des Types 
Microbiens (Lausanne), in der American Type Culture Collection ( Washington) und 
in der National Collection of Type Cultures (London). 
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AnlaB, an eine Zugehérigkeit zur Ordnung der Actinomycetales zu denken; das 
Fehlen von Verzweigungen und Sporen sowie auch das Fehlen weiterer fakultativer 
Merkmale, die in der Ord. I vorkommen (z. B. Siurefestigkeit) laBt es dagegen 
schlieBlich doch als unzulassig erscheinen, ihn den Actinomycetales zuzurechnen. — 
Unter den 13 Familien der Unterordnung I: Hubacteriineae (Ord. I Hubacteriales) 
kommt nach dem gegebenen Schliissel lediglich die VIIT. Familie: Corynebacteri- 
aceae in Betracht, in deren allgemeine Charakteristik sich der Keim zwanglos ein- 
passen laBt. Unter den 3 Genera: Corynebacterium, Listeria, Erysipelothrix kame 
fiir eine evtl. Zugehérigkeit sowohl das erste als auch das dritte Genus in Frage. 
Da aber — jedenfalls nach dem bis jetzt giiltigen Einteilungsprinzip — das Genus: 
Erysipelothrix nur fiir Warmbliiter pathogene Species umfassen soll, so bleibt vor- 
laufig nur eine Einreihung in das Genus: Corynebacterium iibrig. Die Species dieses 
Genus sind bei Bergry primar nach ihrer Herkunft geordnet (vom Menschen, von 
Haus- und Laboratoriumstieren, von Insekten, von Pflanzen, aus Boden und Wasser). 

Vergleicht man die Beschreibung der einzelnen Species mit den Eigen- 
schaften des von uns aus Blutegeln gewonnenen Nephridialkeimes, so 
ergibt sich eine auffallende Ubereinstimmung desselben mit der Art: 
Corynebacterium equi. (Gleichheit in den Merkmalen Morphologie, 
Gelatine, Agarkolonien, L6ffler-Serum, Lakmusmilch, Indol, Kohlen- 
hydrate, Hamolyse; nur Ammoniak positiv, bei C. equi negativ, ferner 
eine geringfiigige Temperaturverschiebung: 22—37° C gegen 25—37° C 
bei C. equi.) In Bercgeys Manual finden sich tiber C. equi noch weitere 
Angaben, die aber, da entsprechende Priifungen von uns noch nicht 
durchgeftthrt wurden, nicht zum Vergleich herangezogen werden kénnen. 
An Hand der vergleichenden Daten ergibt sich jedoch bis auf die 
fehlende Ammoniakbildung bei C. equi eine véllige Ubereinstimmung. 
Wir erblicken in dieser Ubereinstimmung vorliufig keineswegs einen 
Beweis fiir eine Identitit des Egel-Nephridialkeimes mit C. equi; sie soll 
lediglich die sehr nahe Verwandtschaft zu C. equi baw. iiberhaupt die 
Zugehorigkeit des Egel-Nephridialkeimes zum Genus: Corynebacterium 
dartun. — Wir schlagen daher fiir den regelmiBigen Harnblasen- 
bewohner des Blutegels die Bezeichnung: Corynebacterium vesiculare vor. 


b) Die frei im Egel-Harn vorkommenden Bakterien. 

Neben dem mehr oder weniger fest an das Harnblasenepithel ge- 
bundenen C. vesiculare findet man, ebenfalls regelmafig, bedeutend 
kiirzere und plumpere Stiibchen von 1—2 u Linge und 0,4—0,6 w Breite 
frei im Harnblaseninhalt von Blutegeln (Abb. 16). Sie farben sich mit 
allen gebrauchlichen Farbstoffen gut und gleichmafig an und sind gram- 
positiv. Nach NrtssEr gefiirbt, zeigt sich deutlich Anfarbung eines Pol- 
kérnchens je Stabchen. Sie zeigen sowohl im Ausgangsmaterial als auch 
nach Ziichtung auf kiinstlichen Nahrbéden (s. u.) keine nennenswerte 
Variabilitat ihrer Form; es besteht keinerlei Tendenz zu Faden- oder 
Kettenbildung. Die Lagerung der Stiébchen im mikroskopischen Prii- 
parat ist vorwiegend staketformig, teils auch winkelig unregelmiiBig. 
Keine Sporen und keine GeiBeln. 
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Der Keim wiichst auf allen gebriiuchlichen, auch den einfachsten 
Nahrbéden gut unter obligat aeroben Bedingungen zwischen 22—37° C. 
Herabsetzung der Sauerstoffspannung (z. B. Fortner-Platte) hemmt 
das Wachstum villig. 
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Abb. 16, Corynebacterium nephridii aus dem Harnblaseninhalt des Blutegels. Vergr. 1000fach. 


Die Kolonien auf Nahragar (bzw. Dextrose-Agar) sind glattrandig, rund, kuppen- 
formig erhaben, bis 1,5 mm im Durchmesser, von weiSlich-grauer bis blaulich- 
grauer Farbe, feuchtglanzend, schleimig. Keine Farbstoffbildung. — Gelatine- 
stich: Vorwiegend an der Oberflache und im oberen Viertel des Stiches. — Blut- 
agar: nach 2—3tagiger Bebriitung kleine graue bis weifliche Kolonien ohne 
Hamolyse. — Bouillon: (bzw. Dextrose-Bouillon) nach 24 Std diffuse aber schwache 
Tribung der Bouillon; dagegen deutliche Triibung in den 
obersten 2—3 mm unterhalb des Fliissigkeitsspiegels, be- 
sonders am Glasrand. Dieses aerobe Ringwachstum wird in 
den nachsten 3 Tagen noch deutlicher, wobei auch eine 
schleimige Konsistenz des Ringes zu erkennen ist; es bil- 
den sich nimlich schleimige Schlieren, die von dem Wachs- 
tumsring in die Tiefe der Bouillon herabhangen (Abb. 17). 
Durch leichtes Schiitteln oder Schwenken lassen sich diese 
Schleimfaden leicht zerteilen unter diffuser Triibung der 
Bouillon, wonach es spater zur Bildung eines schleimigen 
Bodensatzes kommt. 


Abb. 17. Corynebacterium nephridii. Schlieren in Bouillon, 


Biochemisch ist dieser Keim auffallend inaktiv. Keines der gepriiften Kohlen- 
hydrate usw. (Dextrose, Lactose, Maltose, Saccharose, Xylose, Arabinose, Mannit, 
Starke, Citronensdure) wurde angegriffen. — Keine Harnstoffspaltung. — Keine 
Indolbildung. — In Bouillon wird etwas Ammoniak gebildet. — Gelatine und 
LoEFFLER-Serum werden nicht verfliissigt. — In Lakmusmilch keine Gerinnung 
oder Saéuerung; nach 10tagiger Bebriitung Alkalisierung. — Nitrat wird nicht zu 
Nitrit reduziert. — Vocrs-ProskavER-Reaktion: negativ. 
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Die Klassifizierung dieses Keimes bereitet keine grofen Schwierig- 
keiten. Die einigermafen charakteristische Lagerung und Polkérnchen- 
Bildung lassen unschwer seine Zugehérigkeit zur Familie der Coryne- 
bacteriaceen erkennen, Morphologisch weist er groBe Ahnlichkeit mit 
C. pseudodiphtheriticum auf, waihrend er beziiglich seiner biochemischen 
Inaktivitiat C. bovis oder C. pawrometabolum an die Seite gestellt werden 
kénnte. Eine vollige Ubereinstimmung der Daten mit einer der be- 
kannten Corynebacterien-Species ist nicht vorhanden, weswegen wir 
diesen Keim als neue Species mit der Bezeichnung Corynebacterium 
nephridii einfihren méchten. 

Die zahlreichen von uns unternommenen Versuche, diesen zweiten 
Harnblasenbewohner mit dem zuerst beschriebenen C. vesiculare zu 
identifizieren, hatten ein negatives Ergebnis. In Anbetracht der ge- 
schilderten Pleomorphie des C. vesiculare ware es naheliegend gewesen, 
C. nephridii fiir eine morphologische Variante von C. vesiculare zu halten. 
Es gelingt jedoch auf keine Weise, die betr. Reinkulturen ineinander zu 
iiberfiihren. Die morphologischen und kulturmorphologischen Eigen- 
schaften der beiden Keime lassen sich nicht soweit annahern, da von 
einer Identifizierung die Rede sein kann. Dies gilt im besonderen auch fiir 
die markante Farbstoffbildung bei C. vesiculare, die bei C. nephridii 
immer fehlt. 

Neben diesen beiden, konstant in der Egel-Harnblase vorkommenden 
C. nephridii und C. vesiculare, die entweder im Verhialtnis einer Symbiose 
oder Synokie zu ihrem Wirkungsorganismus stehen, finden sich im Egel- 
harn gelegentlich noch andere Bakterien, die man auch auf der Oberflaiche 
der Egelepidermis in wechselnder Hiaufigkeit antrifft. Diese Keime, 
welche in einem spiiteren Abschnitt behandelt werden sollen, wandern 
offenbar durch die Ausfiihrungsgiinge der Harnblase von auBen in diese 
ein, ohne jedoch zu diesem Standort eine festere Beziehung zu haben. 
Irgendwelche Anhaltspunkte fiir eine symbiontische oder physiologische 
Beziehung dieser Epidermiskeime zur Egelharnblase haben sich nicht 
ergeben. 


c) Die Bedeutung von C. vesiculare und C. nephridii fiir den 
Ammoniak-Gehalt des Egelharns. 

Uber den hohen Ammoniakgehalt des Egelharns ist man seit den 
Arbeiten von Pirrer hinreichend unterrichtet und hat hieran wiederum 
verschiedene Hypothesen tiber den N-Stoffwechsel des Blutegels und 
anderer Anneliden gekniipft, auf die hier jedoch nicht im Einzelnen ein- 
gegangen werden soll. Quantitative Angaben iiber die Stickstoffaus- 
scheidung bei H. stammen von BRACONNIER-FAYEMENDY. Danach 
werden von Hungertieren etwa 72°, des Stickstoffs in Form von 
Ammoniak ausgeschieden. Nach Fiitterung betragt der Anteil an 
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Ammoniak-Stickstoff allerdings nur 40° des Gesamtstickstoffs; ein 
etwa gleichgroBer Anteil wird in Form nicht naher definierbarer Stick- 
stoffverbindungen ausgeschieden. 

Diese und ahnliche Untersuchungsergebnisse wurden in der Weise ge- 
wonnen, daf man laufend das Wasser in den HaltungsgefaBen der Egel 
auf Ammoniak und die anderen stickstoffhaltigen Substanzen unter- 
suchte. Vom bakteriologischen Standpunkt aus betrachtet, ist ein sol- 
ches Vorgehen allerdings als methodisch falsch zu bezeichnen. Schon 
die im Wasser der HaltungsgefaBe und auf der Egeloberfliiche befind- 
liche Bakterienflora ist in der Lage, einen rapiden Abbau héhermole- 
kularer organischer Stickstoffverbindungen in kiirzester Zeit herbeizu- 
fiihren, d. h. diese zu desaminieren, so da8 Ammoniak-Bestimmungen 
im Wasser der HaltungsgefaBe so gut wie nichts iiber die urspriingliche 
Harnbeschaffenheit aussagen, vielmehr lediglich Angaben iiber die 
Endprodukte des Bakterien-Stoffwechsels darstellen. 


1. Der Ammoniak-Gehalt des Egelharns in vitro. 


Um diesen grundsatzlichen Fehler der friiheren Untersucher aus- 
zuschalten, gewannen wir den Harn durch Punktion der freipraparierten 
Harnblase mittels vorher gewogener Glascapillaren. Nach abermaliger 
Wagung des gewonnenen Harns wurde die Glascapillare in eine Mikro- 
Destillationsapparatur verbracht (Einzelheiten der Methodik s. b. P. L. 
Kirk, Quantitative Ultramikroanalysis, N.Y., London 1950), das ab- 
destillierte Ammoniak in 0,025 n/H,SO, aufgefangen und mit 0,025 n/ 
NaOH mittels Mikrotitrationseinrichtung titriert. Hierbei wurden bei 
7 Egeln die in Tab. 5 wiedergegebenen Werte gefunden: 


Tabelle 5. 
ant eure Ammoniakgehalt umgerechnet 
HER GI des Blasenharns in y/ml auf mg% 
1 207,7 20,77 
2 95,4 9,54 
3 62,0 6,20 
4 56,1 5,61 
5 212.5 21,25 
6 236,1 23,61 
a 335,5 33,55 


- Bs kann also zunachst bestitigt werden, daB der Egelharn bereits in 
der Harnblase betraichtliche Mengen freien Ammoniaks enthalt, daf 
jedoch erhebliche individuelle (oder zeitliche!) Unterschiede bestehen. 
Von der Vermutung ausgehend, da der in der Harnblase enthaltene 
Harn seinen hohen Ammoniakgehalt ausschlieBlich oder vorwiegend der 
bakteriellen Zersetzung verdankt, wurde zunachst der Ammoniakgehalt 
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von Harnproben, die durch Punktion gewonnen worden waren, tiber 
mehrere Tage verfolgt. Hierzu wurden mit steriler Glascapillare wie 
vorher Harnproben gewonnen, die zur Abschwichung des etwaigen Ver- 
dunstungsverlustes noch mit 0,2 ml physiologischer Kochsalzlosung 
versetzt wurden. Nach sofortiger Bestimmung des anfainglichen Ammo- 
niak-Gehaltes wurde das betr. Réhrchen mit Wachs verschlossen, bei 
37° C bebriitet und in gewissen Zeitabstinden die Ammoniakbestimmung 
wiederholt. Hierbei ergab sich, wie Abb. 18 zeigt, eine kontinuierlich 
fortschreitende Zunahme des Ammoniak-Gehaltes in der betr. Harn- 
probe. Dieser Versuch zeigt also, dai die nor- 
male Bakterienflora der Egelharnblase in der 
Lage ist, aus organischen, stickstoffhaltigen 
Substanzen des Harns (Kreatinin, Guanin, 
Xanthin, Aminosiuren?) zusitzliche Mengen 
von Ammoniak in Freiheit zu setzen. 


2. Ammoniakgehalt des Egelharns_ 


in vivo. 


Um festzustellen, ob der Egelharn auch 
nach Ausschaltung der Blasenflora in vivo 
Ammoniak bzw. gleich groRe Mengen Ammo- 
niak enthalt, wurden folgende Versuche an- 
gestellt : 


Abb.18. Zunahme des Ammoniak- 
Gehaltes im Harn des Blutegels. Nach in vitro-Testung und in vivo-Erprobung ver- 

schiedener Antibiotica wurde das Antibioticum Su- 
pracillin! fiir geeignet befunden, die Standortflora der Egelharnblase in vivo kom- 
plett zu vernichten. 

Zunichst wurde durch entsprechende Versuche festgestellt, da Supracillin 
in frischem Rinderserum gelést, auch in relativ groBen Mengen von Egeln gut 
vertragen wird, was bei Verabreichung wiBriger Suspensionen nicht der Fall war. 
Die Egel erhielten im Hauptversuch (20 mg Supracillin = 25000 Einh. Penicil- 
lin + 25000 Einh. Streptomycin) in 2 ml Rinderserum durch den Hautmuskel- 
schlauch in den Darm injiziert. 

Corynebacterium vesiculare wird von Supracillin in vitro bei einer Konzentration 
von unter 7 y/ml, Corynebacterium nephridit bei einer Konzentration von 15 y/nil 
vollig gehemmt. 

Steril gewonnener Harn von supracillin-behandelten Egeln erwies sich bei Be- 
impfung auf Blutagar als keimfrei; d.h. das mit dem Harn in die Blase ausge- 
schiedene Supracillin bewirkt nicht allein Bakteriostase sondern véllige Bactericidie 
gegenitiber der Blasenflora von Blutegeln. 


Auf Grund dieser Versuchs-Ergebnisse wurde nun im iRlshie | 
wie folgt verfahren : 

9 Egel wurden in der beschriebenen Weise einmal mit Supracillin 
behandelt, nach 4—5 Tagen die Harnproben unter sterilen Bedingungen 


~ 1 Kin Gemisch von Penicillin und Streptomycin von groBer bedi 
Hersteller: Chemie-Griinenthal G.m.b.H., Stolberg i. Rh. 
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gesammelt und der Ammoniakgehalt darin bestimmt. Das erhaltene 
Durchschnittsergebnis wurde mit der Ammoniak-Bestimmung im Harn 
von 15 unbehandelten Egeln verglichen: 


Durchschnittl. Ammoniakgehalt des normalen Egelharns:. . .. . 162,6 y/ml 
Durchschnittl. Ammoniakgehalt des Harns supracillin-behandelter 
AO LMM Wee SEA MRA LS Fe SUSU ES Las EEUU E CRT. HOR stadt EI hy 52,5 y/ml 


Dieses Ergebnis zeigt zumindest, da ein groBer Teil (also etwa 67,5°%) 
des Harn-Ammoniaks nicht von den Nephridien abgeschieden, sondern 
nachtraglich von der Blasenflora aus organischen, stickstoffhaltigen Aus- 
scheidungsprodukten gebildet wird. Hypothetisch besteht sogar die 
Méglichkeit, da®B auch die nach Supracillin-Vorbehandlung im Egelharn 
gefundenen Ammoniak-Mengen ebenfalls nicht von den Nephridien aus- 
geschieden worden sind, sondern durch Enzyme, die aus den abgestor- 
penen Blasenbakterien (C. vesiculare und C.nephridiz) stammen, aus 
stickstoffhaltigen, organischen Ausscheidungsprodukten in Freiheit 
gesetzt wurden. Dieser Frage wurde aber vorlaufig experimentell nicht 
weiter nachgegangen, so da8 wir uns auf die Aussage beschranken, da® 
zumindest der groBte Teil des Ammoniaks im Egeldarm durch bakterielle 
Zersetzung des Harns entsteht und nicht von Nephridialzellen ab- 
gesondert wird. 

Das regelmaBige Vorkommen von C. vesiculare und C. nephridii in der 
Egelharnblase legt zwar die Vermutung nahe, daB es sich bei diesen 
Keimen um Symbionten des Blutegels handelt. Da jedoch auf Grund der 
bisher vorliegenden Untersuchungen nur ein einseitiger Nutzen in dem 
Zusammenleben dieser Bakterien mit dem Blutegel, und zwar zugunsten 
der Bakterien vorzuliegen scheint, wahrend ein Nutzen fiir das Wirtstier 
nicht erkennbar ist, méchten wir es zundchst dahingestellt sein lassen, 
ob hier ein Symbiose-Verhiltnis besteht oder nicht. Auf jeden Fall stehen 
diese Blasenkeime in einem engeren Verhiltnis zu ihrem Standort als es 
bei den anderen, gelegentlich in der Harnblase des Egels angetroffenen 
Bakterien der Fall ist. 

Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse tiber die Nephridial-Flora 
des Blutegels (H_. officinalis u. medicinalis). 

1. Entgegen der vorherrschenden Meinung, daB die Blase des Blutegels mit 
einem Flimmerepithel ausgekleidet sei, wird gezeigt, daB die angeblichen ,,Cilien‘‘ 
in Wirklichkeit einen Bakterienbesatz darstellen. 

2. Der fadige Besatz der Blutegelharnblase besteht aus der Reinkultur eines 
welches auf Grund seiner morphologischen, farberischen, kultur- 
mischen Eigenschaften als zur Familie der Coryne- 
Corynebacterium gehorig erkannt wurde. Es erhielt die 


Bakteriums, 
morphologischen und bioche 
bacteriaceen und zum Genus: 


Bezeichnung: C. vesiculare nov. spec. big : 
3. AuBer C. vesiculare kommt in der Egelharnblase regelmaBig ein zweites Bak- 
welches nicht an die Blasenwand attachiert ist, sondern frei im Blasen- 


terium vor, ) 
Gruppe der Corynebacterien und erhielt die 


harn lebt. Auch dieser Keim gehort zur 
Bezeichnung: C. nephridti nov. spec. 
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4. C. vesiculare und OC. nephridii sind regelmaBige Bewohner der Egelharnblase 
bei Hirudo officinalis und H. medicinalis. Ihre Fahigkeit, aus niedermolekularen 
FiweiBbruchstiicken Ammoniak abzuspalten wird als die Hauptursache des hohen 
Ammoniakgehaltes im Egeldarm angesehen. 


V. Die Bakterienflora der Egeloberfliche. 


Die Kérperoberflache des medizinischen und offizinellen Blutegels ist mit einer 
feinen elastischen Schicht, der Cuticula, bedeckt, welche einen Uberzug von Schleim 
besitzt, der von den hypodermalen und subhypodermalen Driisen abgesondert wird. 
Beim Kriechen iiber trockene Flachen wird die Schleimproduktion angeregt, so. 
da der sich fortbewegende Blutegel eine Schleimspur hinterlaBt. Die zah-viscése_ 
Beschaffenheit der Kérperéberflache stellt eine ideale Haftflache fiir Mikroorganis- 
men dar, die sich auch in reicher Zahl dort vorfinden. ; 


Da sowohl bei der standigen Absonderung und Neuproduktion von 
Schleim sowie infolge der in kurzen Zeitabstiinden erfolgenden Ab- 
streifung und Erneuerung der Cuticula auch eine laufende Abstreifung 
der. Bakterienflora stattfindet, ist mit einem festen Artenbestand an 
Mikroorganismen auf der Egeloberfliche kaum zu rechnen. Vielmehr 
wirde man erwarten, daB die auf der Egeloberflache oder in der ,,Schleim- 
hiille‘‘ anzutreffenden Bakterien in allen Punkten mit der Bakterien- 
flora des jeweiligen Milieus iibereinstimmt, in welchem sich die Egel 
nattirlicherweise aufhalten. 

Bevor wir die von uns erhaltenen Befunde mitteilen, erscheint es uns 
jedoch notwendig, an einige Ver6ffentlichungen zu erinnern, die von 
einer ,,spezifischen Bakterienflora‘‘ auf der Kérperoberflaiche von Blut- 
egeln sprechen und seinerzeit erhebliches Aufsehen in interessierten 
Kreisen hervorgerufen haben, 


a) ,, Bacillus hirudinis* SCHWEIZER. 


1935 wurde von DrnanD u. BorrenBeRG tiber das angeblich regelmaBige Vor- 
kommen eines ,,kleinen rasenden Torpedobacillus‘*. im ,,Verdauungsschleim‘ des: 
Blutegels berichtet, den sie, ohne allerdings die diirftigsten Belege hierfiir vorzu- 
legen, als einen Symbionten des Blutegels bezeichneten, ,,der ihn gegen andere von 
auBen eindringende Keime schiitzt, ihm bei der Verdauung des aufgesogenen Blutes. 
hilft“. Insbesondere schrieben sie dem ,,kleinen Blutegelbacill eine ,,Feindschaft 
gegen Staphylo- und Streptokokken“ zu, die sich angeblich habe therapeutisch ver- 
wenden lassen. Man hiitte sich wohl mit diesen beiden Arbeiten nicht weiter 
zu beschaftigen brauchen, wenn nicht im darauffolgenden Jahr ScuweizER (1936a) 
die Existenz dieses Keimes, dem er die Bezeichnung ,,Bacillus hirudinis‘ gab, 
bestatigt hatte. ScHweizeR behauptet von diesem Keim etwa folgendes: 

»Der Verdauungsschleim enthialt den. Bac. hirudinis in riesigen Mengen. Im 
Wasser bewegt er sich auBerst schnell in der Richtung der Langsachse hin und her 
und andert seine Bewegungsrichtung oft durch Schwenkungen und Oscillationen. 
Kine Begeifelung konnte ich nicht beobachten(!).‘ Er fand ,,Sporenbildung in 
Wasser nach 24 Std‘; die Sporen seien sehr widerstandsfahig, z. B. ,,gegen 20% igen 
Alkohol, Borsiurelésung und Carbolwasser‘*. Daher seien Reinkulturen sehr leicht 
zu erhalten. Auf ,,kaltsterilisierten Blut-Gelatineplatten‘S‘ wuchs der Keim unter 
Hamolyse und Gelatineverfliissigung; auch vermochte er Fibrin, Casein, koagu- 
liertes EiweiB und Gelbei aufzulésen. Beimpfte er dagegen Fleisch oder ,,andere 
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Nahrungsmittel“ bzw. ,,eiweiBreiche Pflanzensafte‘‘ mit Bac. hirudinis, so blieben 
sie wochenlang frisch, wahrend die Kontrollproben in Faulnis iibergingen. ,,Bringt 
man Bac. hirudinis mit anderen Bakterien (Bac. tuberculosis, Eitermikrokokken, 
Bac. prodigioswm, Essig- und Buttersiurebakterien und viele andere) zusammen, 
so gehen die Reinkulturen ein.“ — ,,Kurz, der Blutegelbacillus halt fast samtliche 
fremden Mikroben von sich fern.‘‘ Er bezeichnet daher diesen Keim als einen 
»Spezifischen Symbionten des Blutegels“. Scuwxr1zErR hielt diesen Keim auch fiir 
eine therapeutische Verwendung als geeignet und empfahl in einem Brief vom 
30. Jan. 1937 an BoTTENBERG, eine »,Blutegelbakterien-Aufschwemmung Malaria- 
Kranken zu injizieren‘‘. — H. Catusen, der von dem ,bakteriologischen Ratsel 
des Blutegels“ fasziniert worden war, belastigte in den Jahren 1938—1940 das 
Rosert Kocu-Institut, andere Hygienische Institute, namhafte Kliniken sowie 
den ,,Generalinspekteur fiir das Veterinirwesen im OKH“ in zahlreichen Briefen 
und Rundschreiben mit dem dringlichen Anliegen, den ,, Bacillus hirudinis“ kranken 
Menschen und Tieren zu injizieren, um damit ungeahnte Heilméglichkeiten zu 
erschlieBen, denn: ,,Entnimmt man einem vollgesaugten Blutegel einen Tropfen 
Blut und betrachtet denselben unter dem Mikroskop, so sieht man einen unge- 
wohnlich kraftigen Bacillus, der Torpedoform hat, mit unfaBlicher Geschwindig- 
keit hin und her sausen. Er spieBt dabei alle artfremden Mikroorganismen auf und 
vernichtet diese.“ 

Ks lieBen sich aus der Arbeit von SCHWEIZER sowie aus den zahllosen 
Schreiben des ,,Biologen“‘ CaALLSEN noch weitere phantasievolle Einzel- 
heiten tiber diesen ,, Bacillus hirudinis® zitieren. Praktische Ergebnisse 
haben die Bemiithungen um die Einfiihrung dieses zu therapeutischen 
Zwecken vorgeschlagenen B. hirudinis gliicklicherweise nicht gehabt, zu- 
mal von den Initiatoren auch keinerlei bakteriologische oder tierexperi- 
mentelle Versuchsergebnisse von tiberzeugendem Wert vorgewiesen 


werden konnten. 


Immerhin glaubten wir doch wenigstens, der Angabe trauen zu diirfen, 
daB dieser ,, Bacillus hirudinis“ sich — wenn auch nicht ,,regelmabig 
und in Reinkultur‘‘ — so doch wenigstens haufig oder manchmal am 
oder im Blutegel finden wiirde und fahndeten nun mit allen zur Ver- 
fiigung stehenden Mitteln nach diesem Keim, der sich nach DrnanpD u. 
BorrENBERG, SCHWEIZER sowie WEILER mit geringer Mihe finden lassen 
wiirde, obwohl schon Moortz 1936 bei Nachpriifungen obiger Angaben 
den ,,Blutegelbacillus‘ nicht finden konnte; vielmehr mit RegelmaBig- 
keit ein bewegliches gramnegatives Stiibchen fand, das er als ,,Kalt- 
bliiter Colibacterium“ bezeichnete, also wahrscheinlich die von uns be- 
schriebene Ps. hirudinis. 

Zam Nachweis des ,,Bac. hirudinis‘‘ wurden insgesamt 46 Blutegel 
verschiedener Herkunft [ungarische und jugoslavische Importe (H. offi- 
cinalis), aus Teichen Oberhessens und norddeutschen Ziichtereien (fH. 
medicinalis)| verwendet. Sogleich die ersten orientierenden Untersuchun- 
gen zeigten, daB die Kérperoberfliche des Blutegels stets von einer Viel- 
zahl der verschiedensten Bakterienarten, vorwiegend gramnegativen,. 


z. T. auch grampositiven Stibchen besiedelt ist. 
6* 
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Es wiirde zu weit fiihren, die zahlreichen Versuchsanordnungen hier ausfiihrlich 
zu beschreiben, mit denen wir versuchten, den ,, Bacillus hirudinis** nachzuweisen. 
Weder nach den von ScuweIzER (1936a) angegebenen Verfahren, z. T. auch unter 
Verwendung _,,kaltsterilisierter Blutgelatineplatten“ (1936b), noch mittels der 
iiblichen bakteriologischen Methoden (Einzelheiten bei FREyTaG) gelang es jemals, 
ein Bakterium an oder in Blutegeln nachzuweisen, dessen Eigenschaften mit der 
diirftigen Beschreibung des ,,Bacillus hirudinis‘‘ in Ubereinstimmung standen. 
Keiner der gefundenen Keime (s. u.) besaB irgendwelche antibiotischen Eigen- 
schaften. 

Auch der Versuch, durch Herrn Scuweizer persdnlich in den Besitz dieses 
mysteridsen Keims zu gelangen, scheiterte. Auf Anforderung einer Reinkultur des 
Bac. hirudinis erhielten wir von Herrn ScHWEIZER zuniachst die Mitteilung, er 
besaBe den Keim z. Zt. nicht mehr, gab uns jedoch nochmals die bekannten Hin- 
weise, wie man ,,Bac. hirudinis‘‘ aus dem ,, Verdauungsschleim“ gewinnen kénnte. 
Nach Mitteilung, daB uns dies leider nicht gelungen sei, schickte Herr SCHWEIZER 
ein Schragagar-Rohrchen, welches It. Begleitschreiben eine Reinkultur des ,,Bac. 
hirudinis’ enthalten sollte. Sowohl das Originalréhrchen als auch Abimpfungen 
davon wiesen jedoch keineswegs eine Reinkultur auf, sondern bestanden aus dem 
gewohnlichen Keimgemisch, welches man stets auf der Egeloberflache antrifft. 
,, Bac. hirudinis’’ war nicht darunter. 

Nachdem es uns somit in einer fiir unsere Anspriiche hinreichenden 
Zahl von Versuchen nicht gelungen war, den ,, Bac. hirudinis* zu finden, 
und selbst Herr SCHWEIZER nicht in der Lage war, uns diesen Keim zur 
Verfiigung zu stellen, halten wir es fiir angebracht, das ,,bakteriologische 
Ratsel des Blutegels“ als gelést und damit alle daran gekniipften, z. T. 


recht anspruchsvollen Spekulationen als hinfallig zu betrachten. 


b) Die Bakterien der Egeloberfldche. 


Wie bereits erwahnt, ist die Egeloberflache unter natiirlichen Bedin- 
gungen mit einem bunten Keimgemisch besiedelt, dessen Zusammen- 
setzung im wesentlichen mit der Bakterienflora des natiirlichen Stand- 
ortes der Blutegel tibereinstimmen diirfte, d.h. sie besteht vorwiegend 
aus ubiquitaér verbreiteten Wasser- und Bodenbakterien. Eine Teil- 
analyse dieses Keimgemisches ergab folgendes: 


Am hiufigsten fanden sich Pseudomonas convexa (Chester), Pseudo- 
monas desmolyticum, ebenfalls hiufig Achromobacter-Arten wie: Achromo- 
bacter liquefaciens und Alcaligenes metalcaligenes sowie die oben erwihn- 
ten C. vesiculare und nephridii, seltener sporenbildende Bacillus-Arten, 
Hefen, Schimmelpilzsporen sowie Protozoen. 


Keine der genannten Bakterienarten kommt regelmiBig vor; vielmehr 
ist die Bakterienflora der Egeloberfliche von durchaus wechselnder 
Arten-Beteiligung. Keine dieser Keimarten vermag sich etwa wegen 
elektiver Anpassung an das Milieu oder vermittels antibiotischer Fahig- 
keiten gegeniiber den anderen Keimarten als besonders charakteristischer 
Bewohner des Hautschleims durchzusetzen, geschweige denn als ob- 
ligater Symbiont aufzutreten. Eine Beziehung der Oberflichenflora zur 
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Physiologie des Blutegels konnte von uns nicht entdeckt werden. Aller- 
dings ergaben sich Anzeichen dafiir, daB diese Mischflora die in Ab- 
stoBung begriffene bzw. abgestoBene Cuticula, die aus einem Gemisch 
von Kiweifs und Chitin zu bestehen scheint, als Nahrstoffquelle zu be- 
nutzen vermag. Die Untersuchungen hieriiber sind noch nicht abge- 


schlossen, so daB Einzelheiten noch nicht mitgeteilt werden kénnen. 


Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse iiber die 
Bakterienflora der Egeloberflache. 

1. Die Angaben tiber die Existenz eines spezifischen Symbionten der Blutegel- 
oberflache, der angeblich fiir die ,,Reinhaltung der Egeloberfliche“ sorgen soll, 
konnte nicht bestatigt werden. Die Existenz des ,,Bacillus hirudinis nach 
SCHWEIZER sowie dessen behauptete Symbionteneigenschaft wird bezweifelt. 

2. Die Bakterienflora der Egeloberflaiche ist vielmehr von durchaus inkonstanter 
und sehr heterogener Zusammensetzung. AuBer verschiedenen, gewdhnlichen 
Wasser- und Bodenbakterien finden sich gelegentlich Schimmelpilzsporen, Hefen 
und Protozoen im Hautschleim des Blutegels. 

3. Eine engere Beziehung der Oberflachen-Bakterienflora zur Physiologie des 
Blutegels konnte nicht festgestellt werden. 


Zusammenfassung?. 


1. Blutegel (Hirudo officinalis und H. medicinalis) besitzen einen obli- 
gaten bakteriellen Darmsymbionten: Pseudomonas hirudinis, der fiir die 
AufschlieBung des Nahrungsblutes verantwortlich ist. Dieser alleinige 
Bewohner des Egeldarms wird durch einen festen Ubertragungsmechanis- 
mus iiber die Kokonfliissigkeit an die Nachkommenschaft weitergegeben. 

2. In der Egelharnblase kommen regelmaBig 2 Corynebakterienarten 
vor: C. vesiculare und C. nephridii. — Der angebliche Cilienbesatz des 
Harnblasenepithels erweist sich als eine Reinkultur von C. vesiculare. — 
Beide Bakterienarten sind in der Lage, aus organischen Harnbestand- 
teilen gréBere Mengen von Ammoniak in Freiheit zu setzen. 

3. Auf der Egeloberfliche findet sich eine, je nach dem Bakterien- 
gehalt des Biotops wechselnde Bakterienflora heterogener Zusammen- 
setzung. Eine physiologische Beziehung dieser epiphytischen Flora zum 
Blutegel konnte nicht ermittelt werden. 

Die Existenz des ,, Bacillus hirudinis‘‘ nach Schweizer wird in Zweifel 
gezogen. 
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(Aus dem Laboratorium der Firma E. Tosse & Co., Hamburg-Wandsbek.) 


Speicherung von Schwermetallen in niederen Organismen. 


Von 
M. LANGE-DE LA CAMP und W. STEINMANN. 
Mit 8 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 31. Marz 1953.) 


Uber die physiologische Wirkung von Schwermetallen wurden Arbeiten 
auf sehr verschiedenen biologischen Forschungsgebieten durchgefiihrt. 
Die Lebensnotwendigkeit des Eisens als des Zentralatoms des roten Blut- 

farbstoffs ist fiir alle hamoglobinfithrenden Organismen unbestritten, 

zum anderen aber weif man auch, daB es fiir simtliche Lebewesen eine 
Rolle bei der Zellatmung spielt. Heute besteht kein Zweifel mehr, daB 
auch eine Reihe anderer Schwermetalle zumindest fiir bestimmte Orga- 
nismen oder Organismen-Gruppen unentbehrlich ist. Es wurde unter- 
sucht, ob und inwieweit sich bestimmte Schwermetalle fiir das Leben 
bestimmter kleinerer oder gréBerer systematischer Einheiten als spezi- 
fisch notwendig erweisen. 

Aus der Fiille der Veréffentlichungen iiber den Einflu8 von Metallen auf Wachs- 
tum und Entwicklung niederer Organismen seien beispielsweise Arbeiten an Asper- 
gillus niger, Phycomyces Blakesleeanus, Hefe und Chlorella mit Zink erwahnt, auf 
Grund derer dieses Metall in die Reihe der lebensnotwendigen Elemente zu riicken 
schien, nachdem schon vorher bzw. gleichzeitig die Unentbehrlichkeit des Kupfers 
fiir Wachstum und Sporenbildung bei Aspergillus und anderen Schimmelpilzen und 
spater seine Bedeutung als Wirkstoff in Phenolasen erkannt worden war. Mit der 
Rolle, die gerade dieses Element fiir das Gedeihen hoherer Pflanzen spielt, hat sich 
neben der botanischen Forschung die Landwirtschaftswissenschaft in einer Reihe 
von Arbeiten befaBt. 

Beim Menschen und den héheren Tieren nahmen naturgemaB die Untersuchun- 
gen tiber das Hisen als Zentralatom des roten Blutfarbstoffes den groBten Raum 

~ ein. In der Humanmedizin erschien gegeniiber Eisen die Therapie der Anamien mit 
anderen Schwermetallen, z. B. Arsen und Kupfer, zunachst als unbegriindet und 
von untergeordneter Bedeutung. Nachdem aber das Kupfer als Zentralatom des 
Hamocyanins erkannt worden war, lag die Frage nach der zumindest partiellen 
Ersetzbarkeit des Eisens durch Kupfer nahe. In neuester Zeit riickte in der Behand- 
lung der Andmien nun das Kobalt in den Mittelpunkt des Interesses. Schon langer 
war von veterinarmedizinischer Seite behauptet worden, daB die ,,pine-disease“ 
der Schafe durch Kobaltfiitterung zu heilen sei. Entsprechende therapeutische 
Erfolge beim Menschen konnten jedoch zunachst nicht verzeichnet werden. In- 
zwischen hat man erkannt, daB dem Kobalt als einem Bestandteil des Vitamins B,, 
eine bestimmte physiologische Rolle zukommt. Seine therapeutische Wirksamkeit 
in bestimmter Bindung bei makrocytaéren Andmien steht heute fest. Daf es da- 
neben auch in anderer Form physiologische Wirkungen, insbesondere auf Blut- 
bildung und Blutverteilung zeitigen kann, scheint durch die Studien von WEISsS- 
BECKER bewiesen zu sein. 
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Die unterschiedliche Wirkung bei verschiedenen Darreichungsformen 
dieses Metalls lenkte die Aufmerksamkeit nun auf eine méglicherweise 
bestehende Funktion der Darmsymbionten hin, nimlich: Die makro- 
cytiiren Animieformen sind mit Verinderungen der Darmflora ver- 
bunden, und es liegt die Vermutung nahe, daB einem Teil der Darm- 
symbionten die Aufgabe zufallt, vermége einer spezifischen Affinitat zu 
einem bestimmten Schwermetall, beispielsweise zum Kobalt, bei ent- 
sprechendem Angebot organische Verbindungen mit bestimmten Schwer- 
metallkernen zu synthetisieren. So ist es versténdlich, da es auch in 
bezug auf den Schwermetallstoffwechsel héherer Lebewesen von Bedeu- 
tung sein kann, etwas tiber die Assimilationsbereitschaft niederer Orga- 
nismen fiir das in Frage stehende Element zu erfahren. 


Besteht nun eine solche Assimilationsbereitschaft, so muB sich das 
betreffende Element — zumindest voriibergehend — in der Zelle finden 
lassen. Wir haben uns die Aufgabe gestellt, bei verschiedenen niederen 
Organismen etwas iiber den Verbleib des im Medium angebotenen 
Schwermetalls zu ergriinden und berichten hier iiber unsere Versuche 
mit Kupfer, Kobalt, Nickel, Eisen und Antimon bei Mucor racemosus 
Fres und Saccharomyces cerevisiae Hansen, die wir als leicht kultivier- 
bare Mikroorganismen in Versuchen, die von Oktober 1947 bis zum 
Sommer 1952 mit verschiedenen Pilzen durchgefiihrt wurden, auswahlten. 


I. Kulturmethodik. 


Die Kulturversuche wurden auf festen und fliissigen Nahrmedien unter Zusatz 
von verschiedenen Schwermetallsalzen in abgestufter Konzentration angestellt. Zur 
Klarung der Wuchsbedingungen wurden zunachst Laboratoriumsversuche und 
spater unter Ausnutzung der gewonnenen Erkenntnisse einige GroBversuche mit 
Béickerhefe in der Nordd. Hefeindustrie, Hamburg-Wandsbek, durchgefiihrt. 


Bei der Kultivierung von Mucor auf festen Nahrbéden in Perri-Schalen 
erwies sich ein Malz-Zucker-Pepton-Agar folgender Zusammensetzung als beson- 
ders giinstig: Bio-Malz 15 g, Rohrzucker 15 g, Pepton 10 g, Agar 15 g; mit Wasser 
auf 1000 cm® auffiillen. 


Diesem Nahrboden wurden Kupfer- bzw. Kobalt- bzw. Nickelsalze [Cu SO, - 
5H,0 p.a. Merck, Co (NOs). -6H,O pur. cryst. Merck und Ni (NO ), - 6H,O] in’ 
einer Menge von 1,0 g bzw. 0,1 g Metallsalz/Liter Kulturmedium zugesetzt. 

Bei der Kultur von Mucor und Hefe in fliissigen Medien verwendeten wir 
organische Nahrlésungen mit verschiedenen Stickstoff- und Kohlenstoffquellen. 
Beim Vergleich des Wuchses von Mucor racemosus erwies sich Pepton den anorga- 
nischen Stickstoffquellen (Ammon- und Nitratstickstoff) tiberlegen. Gutes Wachs- 
tum wurde mit einer Nahrlésung (im folgenden mit III bezeichnet) folgender Zu- 

eens erzielt: Saccharose 15 g, Bio-Malz 15 g, Pepton 10 g, Mg SO, 0,2 g, 

Ca Cl, 0,5 g, KH, PO, 0,1 g; mit Wasser auffiillen auf 1000 em. Neben pres Nahr- 
ieung wurde zelieeilic auch eine Nahrl6sung verwendet, bei der nur 30 g Malz- 
extrakt in 11 Aqua dest. gelést worden war (Nahrlésung IV). 


Diesen Nahrlésungen wurden nun wiederum Kupfer- bzw. Kobalt- bzw. Nickel- 
salze wie oben und Eisen als Fe Cl, -6 H,O p.a. Merck zugesetzt, und zwar 1,0 bzw. 
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0,1 bzw. 0,01 g Metallsalz/Liter. Fiir die Wuchsversuche mit Antimon verwandten 
wir Brechweinstein, Fuadin und Solustibosan. Der Brechweinstein wurde ebenfalls 
in den Konzentrationen 1,0 bzw. 0,1 bzw. 0,01 g/Liter der Nahrlésung zugesetzt. 
Um einen Vergleich der verschiedenen Sb-Quellen zu erhalten, wurde der Zusatz 
von Fuadin und Solustibosan so eingerichtet, daB eine Sb-Konzentration von etwa 
400 mg/Liter vorhanden war. Die Kulturversuche wurden jeweils in 3—6 Parallelen 
in 100 cm? Jenaer ERLENMEYER-Kolben, beschickt mit 25 cm* Nahrlésung, bei 
Zimmertemperatur durchgefiihrt. 


_ Nachdem durch Laboratoriumsversuche ermittelt worden war, in welcher 
Gr6oBenordnung die Backerhefe ohne Wuchsschadigung zugesetzte Schwermetalle 
vertrug, wurden einige GroBversuche bei der Nordd. Hefeindustrie, Hamburg- 
Wandsbek, mit der dort iiblichen Gartechnik, unter reichlicher Beliiftung mit ins- 
gesamt 18001 Nahrmedium, durchgefiihrt. Die Konzentration an Zucker mit etwa 
25—30 g/Liter und an Stickstoff mit 1 g/Liter entsprach derjenigen in unseren 
Laboratoriumsversuchen. Phosphorséure, in Form von Superphosphat in einer 
Menge von etwa 1,6 g/Liter zugefiigt, lag somit wesentlich hoher als in unseren 
Laboratoriumsversuchen. Durch die Zugabe von Stickstoff in Form von Ammon- 
sulfat und Ammoniak konnte die Aciditat waihrend des Garverlaufs reguliert wer- 
den. 

Bei den Versuchen mit Kobalt, Kupfer und Antimon konnte das pq zwischen 
5 und 6 gehalten werden, bei den Versuchen mit Eisen hingegen gelang dieses nicht. 
Beim EFisenchlorid-Versuch sank das px sogar zeitweilig auf 3,5. Nach einer Angar- 
zeit von 1 oder 2 Std begannen wir, die in einem besonderen Behalter in Wasser 
gelésten Schwermetallsalze zulaufen zu lassen. Bei den Versuchen mit Kobalt wur- 
den 270 g Co (NO3). - 6H,O in 201 Wasser gelést. Der Zulauf begann nach 1 Std 
und erstreckte sich gleichmafig tiber 10 Std. Die Zugabe war so eingerichtet wor- 
den, daB sich in dem Garbottich im Durchschnitt eine Konzentration von etwa 
0,15 g Kobaltsalz/Liter befand. Beim Kupfer wurde in analoger Weise verfahren, 
nur begannen wir mit dem Zulauf der Metallsalzlésung erst nach einer Angarzeit 
von 2 Std. Als Fisenzusitze wurden in einem Versuch Eisenchlorid und in einem 
zweiten ein Ferriammoniumcitrat mit einem Eisengehalt von 18% verwendet. 
Dabei losten wir 270 g Eisenchlorid unter Zugabe von Weinsaure in 3 1 Wasser bei 
einem px von 3,5 und verdiinnten diese Losung mit 20 kg Melasse. Der Zulauf be- 
gann nach 2 Std und war nach 10 Std beendet. Vom Ferriammoniumcitrat losten 
wir 300 g in 201 Wasser und lieBen es nach 1 Std Angarzeit im Verlauf von 10 Std 
gleichmaBig zuflieBen. So betrug die Konzentration des Hisenchlorids wie die Kon- 
zentration der oben erwahnten Metallsalze etwa 0,15 g/Liter in der Garfliissigkeit. 
Vom Ferriammoniumcitrat wahlten wir eine um 10% hdhere Konzentration, um 
auf etwa gleiche Eisenmengen in der Garfliissigkeit wie beim Chloridversuch zu 
kommen. Antimon wurde als Brechweinstein zur Melasselésung hinzugegeben, und 
zwar 1,8 kg in 401 Wasser gelést. Der Zulauf begann nach | Std und war nach 
10 Std beendet. Die Menge von 1 g/Liter hatte sich in den Laboratoriumsversuchen 
als gut vertraglich erwiesen. 

Nach Beendigung der Versuche wurden die so erhaltenen Schwermetallhefen 
nach dem in der Technik iiblichen Verfahren abzentrifugiert und mehrmals ge- 
waschen. Der WaschprozeB wurde so oft wiederholt, bis das Waschwasser mit spe- 
zifischen Reagentien verglichen mit dem Leitungswasser keine starkere Reaktion 
auf das angewandte Schwermetall mehr zeigte. Beim Kupfer und Kobalt verwen- 
deten wir zu diesem Zweck Rubeanwasserstoffsiure, beim Bisen Ferrocyankalium 
und beim Antimon Schwefelwasserstoff. Es war im allgemeinen schon nach der 
2. Waschung kein deutlicher Unterschied mehr gegeniiber dem Leitungswasser zu 
erkennen. Zur Sicherheit wurde eine 3. und 4. Waschung angeschlossen. 
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II. Kulturversuche. 

Wie eingangs erwahnt, hatten wir uns die Aufgabe gestellt, eime még- 
lichst groBe Speicherung von Schwermetallen in Pflanzenzellen zu er- 
reichen. Wir gingen dabei von der Vorstellung aus, daB bei einer még- 
lichst hohen Dosierung an Schwermetallsalzen auch eine gesteigerte 
Speicherung zu erwarten sei und begannen damit, zunichst die Schwer- 
metallkonzentrationen festzustellen, bei denen die von uns verwendeten 
Pilze noch gut wachsen konnten. Wir berichten zunachst tiber Wuchs- 
versuche mit Mucor racemosus auf Agar-Nahrbéden in Prrri-Schalen. 

Bei Zugabe von je 1g Schwermetallsalz/Liter Nahrmedium 
(Nahrboden I) war der Pilz auf einem Nahrboden mit Nickel in seiner 
Entwicklung deutlich gehemmt. Lediglich unmittelbar an den Impf- 
stellen hatten sich einige wenige, win- 
zige, kegelformige Pilzkolonien von we- 
nigen Millimetern Durchmesser gebildet. 
Wihrend die Kontrollschalen bereits 
nach einigen Tagen mit einem dichten, 
feinen, anfangs weiBlichen, spater grau- 
gelblichen Mycelrasen bewachsen waren, 
zeigte der Pilz unter EinfluB des Nickels 
ein vollig veraindertes Wuchsbild: An 
Stelle des typischen Luftmycels mit 
Sporangientragern bildete sich eine 
ledrig harte, glinzende Mycelkruste. 
Mikroskopisch wurde eine véllig veran- 
derte Struktur der Hyphen beobachtet. 
Im Gegensatz zu den Kontrollen oder 


Abb. 1. Hyphen von Mucor racemosus, 


gownchibul eteNknebeden Treniteice auch zu den Kulturen auf kobalt- unc 
MLCNOs)a:6 ee hae kupferhaltigen Nihrbéden, bei denen 
. ur, 


die Hyphen gerade, nur wenig ver. 
zweigte Schlauche darstellten, waren sie hier auf den doppelten und 
dreifachen Durchmesser angeschwollen und blumenkohlartig verzweigt 
(vgl. Abb. 1 u. 2). : 
Auch Kobalt rief in dieser Konzentration eine Hemmung des Pilzes 
hervor, die in einer verzégerten Wachstumsintensitit zum Ausdruck 
kam, Im Gegensatz zum Nickel kam es aber zur Ausbildung des typischer 
Mycelrasens mit Sporangientrigern. Auffallend war, daB das auf Koballt. 
boden gewachsene Mycel schneeweifi war und die Myceldecke gefaltet 
und im ganzen dicker als bei der Kontrolle. Mikroskopisch zeigten dic 
Hyphen wie Sporangien dieselbe Struktur wie die Kontrolle (vgl 
Abb. 2 u. 3). 
Auf dem Agar mit Kupfer war nur in den ersten Tagen eine deutliche 
Verzégerung des Pilzwachstums gegeniiber der Kontrolle zu erkennen 
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Morphologisch waren keine Unterschiede im Wuchsbild festzustellen. 
Da von den Agarkulturen keine Mefergebnisse wihrend der ersten 
3 Tage zur Verfiigung stehen, sei auf die vollig gleich verlaufenden Ver- 
suchsserien auf Gelatinebdden verwiesen; als Durchschnittswerte der 
groBten und kleinsten Durchmesser aus 15 bzw. 50 Kulturen wurde bei 
den Kontrollen 76:73 mm, bei den Kupferkulturen 55:51 mm gefunden. 
Schon nach 6 Tagen waren keine Wuchsunterschiede mehr feststellbar. 
Auch hier entsprach das mikroskopische Bild dem der Kontrolle. 

In einer weiteren Serie verringerten wir die Zugabe anSch wermetall- 
salz auf je 0,1 g/Liter Naihrmedium und kamen dabei zu folgenden 
Ergebnissen : 


Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Hyphen von Mucor racemosus, gewachsen auf Nahrboden I mit Zugabe vonl g 
Co (NO;).- 6H,O je Liter. 13 Tage alte Kultur. Alle Hyphen hellgelb gefarbt. 


Abb. 3. Halbgedffnetes Sporangium von Mucor racemosus, gewachsen auf Nahrboden I mit Zugabe 
von 1.g Co (NO;)2 - 6H,O je Liter. 13 Tage alte Kultur. Sporangienhille hellrosa, 
Sporen hellgelb gefiarbt. 


Bei den Kupfer-Nahrbéden zeigte sich auch hier nur in den ersten 
Tagen eine deutliche Wuchsverzégerung gegeniiber der Kontrolle, eine 
erheblichere bei den Kobalt-Nahrbéden, die noch in den MeBergeb- 
nissen nach 6 Tagen zum Ausdruck kam, und die starkste wiederum 
bei den Nickel-Kulturen. Doch zeigten diese, im Gegensatz zu der 
10fach héheren Konzentration, keine Abweichungen in der Art des 
Wuchses. Auch mikroskopisch waren hier keine Besonderheiten fest- 
zustellen. Die Unterschiede in der Wuchsintensitaét sind in Tab. 1 mit 
dem nach 3 bzw. 6 bzw. 9 Tagen gemessenen groften und kleinsten 
Durchmesser der verschiedenen Pilzkulturen zusammengestellt. 

Bei Kulturversuchen in fliissigen Nahrmedien wurde neben Mucor 
racemosus auch Biickerhefe verwendet. Zugabe von 1g Kupfer- bzw. 
Kobalt- bzw. Nickelsalz/Liter Nahrlésung verhinderte bei M ucor race- 
mosus auf Nahrlésung III iiberhaupt jegliches Wachstum, wahrend in 


A 
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der Kultur mit Eisenchlorid in dieser Konzentration nach 5 Tagen eine 
feine, geschlossene Myceldecke mit niedrigen Sporangientragern zu er- 
kennen war. Im Kontrollversuch war in der gleichen Zeit bereits ein 
dichter Mycelrasen mit reichlich Sporangien gewachsen. Mikroskopisch 
zeigten sich keine Besonderheiten bei dem Mycel aus Kulturen mit 
Eisenchlorid; auch die Keimfahigkeit der gebildeten Sporen war nicht 
beeintrachtigt. 


Tabelle 1. Mucor racemosus. Wuchsversuch auf schwermetallhaltigen Agar-Nahrboden 
in Petri-Schalen von 10 cm Durchmesser. 


Durchschnittswerte der gréBten und kleinsten Durchmesser von 3 bzw. 4 bzw. 


5 Kulturen. 
1 g/Liter 0,1 g/Liter 
nach 9 Tagen nach 3 Tagen nach 6 Tagen 

Kontrolle . . . .| ganze Schale 44:40 mm ganze Schale 

bewachsen bewachsen 
CuSO,:5H,0O . ganze Schale 35:34 mm ganze Schale 

bewachsen bewachsen 
Co(NO,), - 6H,O .| 30:27 mm 30:28 mm 77:64 mm 
Ni(NO,). > 6H,O | nicht meBbar 14:10 mm 32:29 mm 


Die Versuche mit Schwermetallsalz-Zusatz von 0,1 g/Liter wurden auch 
auf Antimon in Form von Solustibosan ausgedehnt. Weder mit Eisen- 
noch mit Antimonzugabe zeigten sich nach 4 Tagen erkennbare Unter- 
schiede gegentiber der Kontrolle, wihrend die Kupferkulturen zwar gut, 
aber im ganzen doch nicht so tippig gewachsen waren wie die Kontrollen. 
Die Kobaltkulturen wiesen ein anderes Wuchsbild als die vorher be- 
schriebenen Kulturen auf. Nach 4 Tagen hatte sich noch keine zusam- 
menhangende Myceldecke gebildet, sondern nur sehr niedriges, spir- 
liches Luftmycel. In den nickelhaltigen Kulturen war nach 4 Tagen noch 
kein Wachstum zu erkennen, 

In Nihrlésungen mit einem Zusatz von je 0,01 g Schwermetall- 
salz/Liter (Kupfersulfat, Kobaltnitrat, Nickelnitrat und Eisenchlorid) 
zeigte Mucor weder im Wuchsbild noch bei der mikroskopischen Priifung 
Abweichungen gegeniiber der Kontrolle. Die Beobachtungen sind in 
Tab. 2 kurz zusammengestellt. 

In analoger Weise wie bei Mucor racemosus fiihrten wir Wuchsver- 
suche mit Backerhefe durch. Neben der bislang allein verwendeten Nihr- 
lésung III benutzten wir bei diesen Kulturen auBerdem noch eine reine 
Malzextraktlésung (IV). 

Zugabe von je 1 g Schwermetallsalz/Liter Nahrlésung IV erwies 
sich bei den Versuchen mit Kupfer, Kobalt, Nickel und Eisen als deutlich 
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-wachstumshemmend: In den ersten 3 Tagen fand tiberhaupt keine Ver- 
mehrung statt. Im Verlaufe von 4 Wochen entwickelten sich bei den 
Kobalt- und Eisenkulturen Hefezellen, die jedoch wesentlich kleiner als 
die des Kontrollmaterials waren. Bei den Nickel- und Kupferkulturen 
waren auch in diesem Zeitraum keine Hefezellen gewachsen. Um so er- 
staunlicher war der Einflu8 von Antimon, das in Form von Brechwein- 
stein, Fuadin und Solustibosan zugefiigt wurde: Die Hefe entwickelte 
sich bei Zusatz von Solustibosan schon in den ersten 3 Tagen mindestens 
ebensogut wie in den Kontrollkulturen, bei Zusatz von Brechweinstein 
und Fuadin sogar deutlich besser. Mikroskopisch wurden die Hefezellen 
in allen 3 Fallen etwas kleiner befunden als in den Kontrollkulturen. 
Die Hefe kam auch in Nahrlésung III unter Zusatz von 1 g Brechwein- 
stein/Liter genau so gut zur Entwicklung und bildete eine dichte Decke. 


Tabelle 2. Wuchsstirke von Mucor racemosus in Nédhrlésungen mit verschiedenen 
Schwermetallzusdtzen von verschiedener Konzentration. 


1 g/Liter 0,1 g/Liter - 0,01 g/Liter 

nach 5 Tagen nach 4 Tagen nach 3 Tagen 
Kontrolle . ; +44 +44 +44 
Bete Reto es — ++ +++ 
Sees hy oo +44 +++ 
BPOURS chispafts (25's —_ - +++ 
SS ie aor — = a et 
ona nicht gepriift +++ nicht gepriift 


Bei zwei Versuchsserien mit Hefe in Nahrlosung III mit einem Zusatz 
von 0,1 gSchwermetallsalz/Liter konnten in der ersten bei den Cu-, 
Co-, Ni-, Fe- und Sb-Kulturen (letztere nur mit Solustibosan) nach einer 
Kulturdauer von 16 Tagen sowohl in der Wuchsstarke als auch morpho- 
logisch, makroskopisch wie mikroskopisch keine Abweichungen gegen- 
tiber den Kontrollen beobachtet werden. Im wesentlichen decken sich 
hiermit die Beobachtungen in der zweiten Versuchsserie. Hier wuchs die 
Hefe in Kulturen mit Kupfer- und Kobaltzusatz in den ersten 7 Tagen 
zumindest ebenso stark wie die Kontrolle, bei den Antimonkulturen (in 
Form von Brechweinstein) aber deutlich besser als die Kontrolle. Die 
Nickelkulturen waren jedoch sparlicher bewachsen. Nach zwei Wochen 
hatten sich diese Unterschiede verwischt. Bei mikroskopischer Beobach- 
tung fiel auf, da8 nur in den Antimonkulturen die Zellen kleiner waren 
als in allen iibrigen. Messungen konnten seinerzeit leider noch nicht vor- 


genommen werden. 


Zusammenfassend laBt sich aus den geschilderten Versuchen der 
SchluB ziehen, daB die von uns benutzten Objekte, Mucor racemosus und 
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Saccharomyces cerevisiae, Schwermetallkonzentrationen von 0,1 g Salz/ 
Liter gut vertragen, mit Ausnahme vielleicht des benutzten Nickelsalzes, 
das schon in dieser Konzentration eine erhebliche Wachstumsverzogerung 
hervorrief. 


III. Untersuchungen iiber die Speicherung. 


DaB ein dargebotenes Schwermetall von der Zelle assimiliert wurde, sucht man 
auf verschiedene Weise zu zeigen, je nach der Art der Fragestellung. Die Aschen- 
analysen an gewissen Organen von Tieren und héheren Pflanzen kénnen aufschluB- 
reich sein dann, wenn man sich fiir die Menge des gespeicherten Metalls in einem 
bestimmten Teil des Organismus interessiert. Mit Vorsicht sind hingegen solche 
Untersuchungen bei niederen Organismen zu beurteilen, die in einer mit dem Metall 
angereicherten Nahrlésung gewachsen sind. Denn selbst, wenn ein griindlicher 
Waschproze8 vorangegangen ist, ist es méglich, daB das Schwermetall, im umgeben- 
den Medium reichlich vorhanden, auf der Zelloberflache niedergeschlagen und auch 
durch die Waschungen nicht entfernt worden ist. Derartiges wurde von uns z. B, 
bei Versuchen mit goldhaltigen Nahrlésungen gefunden, auf deren Beschreibung 
wir aber in dieser Arbeit verzichten wollen. 


Da uns hier aber gerade die Frage der Aufnahme ins Zellinnere inter- 
essierte, war es erwiinscht zu versuchen, die Metalle, wenn méglich, im 
Zellinnern nachzuweisen. Wir versuchten daher, durch Anwendung be- 
kannter Reagentien festzustellen, ob gegeniiber den in Kontrollmedien 
gewachsenen Zellen eine vermehrte Aufnahme des zugesetzten Schwer- 
metalls, z.B. von Eisen oder Kupfer, angenommen werden durfte, und 
zum anderen, aus der Verteilung der Farbung im Zellinnern auch etwas 
uber den Ort der Speicherung zu ermitteln. Da uns andererseits die Menge 
der gespeicherten Metalle interessierte, wurden quantitative Aschen- 
analysen durchgefiihrt und dann, soweit méglich, mit den mikrosko- 
pischen Beobachtungen verglichen. 


a. Mikroskopische Beobachtungen. 


Bei Mucor racemosus, der auf Gelatine- oder Agarbéden gewachsen 
war und reichlich Luftmycel gebildet hatte, gelang es ohne besondere 
Schwierigkeit, dieses Luftmycel mit Platinnadeln abzuziehen, ohne dabei 
in den Nahrboden hineinzustoBen. 


Das zum groBen Teil aus Sporangien und Sporangientragern bestehende Mate- 
rial wurde, sofern es sich um Kupfer-, Kobalt- oder Nickelversuche handelte, nach 
der Methode von Okamoro und Uramura mit Rubeanwasserstoffsiure gefirbt: 
Das Material wurde mit 96% igem Alkohol fixiert und fiir 24 Std im Thermostaten 
bei 36° C mit dem Reagens stehen gelassen, anschlieBend wieder in der Alkoholreihe 
entwissert. Das Reagens wurde folgendermafen bereitet: 0,1 ¢ Rubeanwasserstoff- 
séure (p.a. Merck) wurden in 100 cm? Alkohol gelést. Unmittelbar vor Gebrauch 
mischten wir 5 cm* dieser Lésung mit 100 em? einer 10% igen, frisch bereiteten 
Natriumacetatlésung. Im Laufe unserer Arbeiten verschoben wir dieses Mischungs- 
verhaltnis mehr zu Gunsten der alkoholischen Rubeanwasserstoffsiurelisung. 
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Makroskopisch wurde beobachtet, da8 sich sowohl das auf 1 g als auch 
as auf 0,1 g Schwermetallsalz/Liter Nahrmedium gewachsene Pilz- 
aterial der Kupfer-Kulturen griin, der Kobalt-Kulturen gelb-braun 
nd das der Nickel-Kulturen schmutzig-violett farbte, wihrend das 
ontrollmaterial ungefiirbt blieb. Die mikroskopische Priifung, in wel- 
hen Teilen der Zelle die Farbung am intensivsten war, fiihrte bei die- 
em Objekt mit den uns zu Gebote stehenden Mitteln leider nicht zu ein- 
deutigen Ergebnissen. Wohl lieB sich bei dem Plasma der Kupfer-Kul- 
buren mit 1 g/Liter eine schwache Griinfirbung, bei dem der Kobalt- 
ulturen eine schwache Gelbfairbung feststellen, aber es gelang nicht, 
irgendwelche Zusammenballungen nachzuweisen wie bei der Hefe (siehe 
unten). Die Abb. 4 und 5 zeigen Dauerzellen und Sporen aus dem Luft- 
mycel von Kupferkulturen, die Abb. 2 und 3 Hyphen bzw. ein geéffnetes, 


Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Dauerzellen aus dem Luftmycel von Mucor racemosus, gewachsen auf Gelatinendhrboden 
mit Zugabe von 1 g CuSO, 5H,0 je Liter. 9 Tage alte Kultur. Starker gepunktete Stellen kraftig 
griin gefairbt, sonst hellgriin. 


Abb. 5. Isolierte Sporen aus Sporangien von Mucor racemosus, gewachsen auf Gelatinenihrboden 
mit Zugabe von 1 g CuSO,4-5H,0 je Liter. 9 Tage alte Kultur. Gepunktete Stellen hellgriin ge- 
farbt. 


halbgeleertes Sporangium einer Kobalt-Kultur, jeweils in der Konzen- 
tration von 1 g Metallsalz/Liter. Die punktierten Bezirke der Abb. 3, 4und 
5 waren jeweils hellgriin bzw. hellgelb gefarbt. Bei den Nickelkulturen 
schien es uns hingegen meist so, als ob die Zellwinde am intensivsten 
gefarbt waren; doch sind hier Tauschungen nicht ausgeschlossen. Immer- 
hin gestatten diese Ergebnisse wohl den Schlu8, daB® die dargebotenen 
Schwermetalle tatsichlich in betrichtlicher Menge von den Zellen auf- 
genommen und, was Kobalt und Kupfer betrifft, auch im Plasma ge- 
speichert werden. 

Im folgenden sollen unsere Beobachtungen an Hefezellen, die wir aus 
den GroBversuchen in der Nordd. Hefeindustrie waihrend der Versuchs- 
dauer in zweistiindigem Abstand entnahmen, beschrieben werden. 

Bei diesen Untersuchungen wurde wie folgt verfahren: Die dem Garbottich ent- 
nommenen Proben wurden mit Hilfe einer Zentrifuge zwei- bis dreimal in Leitungs- 
wasser und zwei- bis dreimal mit in GlasgefaBen destilliertem Wasser gewaschen. Die 
letzten beiden Waschwasser wurden mit dem in Frage kommenden Schwermetall- 
reagens kontrolliert. Nachweisbare Mengen waren bei diesem Vorgehen schon im 
yorletzten Waschwasser nicht mehr vorhanden. 
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AnschlieBend wurden die abzentrifugierten Zellen mit Farbreagentien be- 
handelt, und zwar die Kupfer- und Kobalt-Hefen wie Mucor in der oben be- 
schriebenen Weise mit Rubeanwasserstoffsiure, und sodann in Alkohol bis 70% 
entwassert. Von diesen in Alkohol suspendierten Zellen wurden Ausstrichpraparate 
gemacht, die, nachdem sie vollig lufttrocken waren, direkt mikroskopisch unter- 
sucht werden konnten. Dieselben Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Fixierung 
in Alkohol ausgelassen und das abzentrifugierte Material frisch in die Farblésung 
gebracht worden war. . 

Eine vergleichsweise makroskopische Betrachtung der zu _ ver- 
schiedenen Zeiten entnommenen frisch gefiirbten Kupfer-Hefe-Proben 
in 70%igem Alkohol zeigte folgendes: 

10 Uhr-Probe: kaum gefarbt, doch deutlich griiner als Kontrolle, 

12 Uhr-Probe: deutliche blau-griine Farbung, 

14 Uhr-Probe: noch stirkere blau-griine Farbung, 

16 Uhr-Probe: deutliche blau-griine Farbung, 

18 Uhr-Probe: deutliche blau-griine Farbung, aber schwacher als 16 Uhr-Probe. 

Diese Feststellungen entsprechen den spater durchgeftihrten quanti- 
tativen Untersuchungen, bei denen das Maximum der prozentualen 
Kupferspeicherung um 14 Uhr festgestellt 
wurde. 

Bei der mikroskopischen Beobach- 
tung erschien das Plasma der Zellen durch- 
weg grau-griin, die Wiande waren unge- 
fairbt. Zwischen den Zellen waren keine 
Farbstoffniederschlage zu erkennen, so daB 
Abb. 6, Hefezellen aus dem Kupfer- die makroskopisch sichtbaren Firbungen 
groBversuch. Entnahme 16 Uhr. Fein- i 2 . ‘ 
punktierte Bezirke grau-griin, dicke tatsachlich von Reaktionen in der Zelle 

Sy kye Knerileg arin gekiebt. stammen muBten. Intensivere Fiirbungen 

wurden in den 14-Uhr-, am meisten aber 

in den 16-Uhr-Proben als griin gefiirbte Kérnchen im Plasma, mitunter, 

aber nicht als Regel, zirkulir um die Vacuolen angeordnet, beobachtet. 

Abb. 6 gibt ein Bild eines Ausstrichpriparates einer 16-Uhr-Hefe. Mor- 

phologische Besonderheiten bei der Speicherung lieBen sich hier nicht 
feststellen. 

Die Kobalt-Hefe-Proben zeigten makroskopisch folgendes: 

10 Uhr-Probe: kaum gefarbt, aber deutlich gelber als Kontrolle, 

12 Uhr-Probe: schwache, briiunlich-gelbe Farbung, 

14 Uhr-Probe: kriftige, leachtend gold-gelbe Farbung, 

16 Uhr-Probe: fast so kraftig wie 14 Uhr-Probe, aber etwas rotlicher, 
18 Uhr-Probe: etwa wie die 16 Uhr-Probe gefarbt. 

Kine Abnahme der Fiirbung in den letzten Proben wie bei den Kupfer- 
versuchen war hier nicht feststellbar, bei makroskopischer Betrachtung 
auch keine stindige Zunahme, wie sie den spiiteren chemischen Analysen 
entsprochen hatte. Doch ergaben sich recht hiibsche mikroskopische Bil- 
der, die die stindige Zunahme der Speicherung recht deutlich erkennen 


- 
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lieBen, und die in den Abb. 7a—e dargestellt sind. Die Plasmakorper 
waren in 7a grau-gelblich, in 7b—e hellgelb gefiirbt. Neben dieser 
diffusen Plasmafiirbung traten nun noch von der 12-Uhr-Probe an in 
zunehmendem Mafe braun gefarbte Kérner im Plasma auf, die, soweit 
Vacuolen zu erkennen waren, mit RegelmiBigkeit in deren Peripherie 
lagen. Die auf dem optischen Schnitt in den Vacuolen erscheinenden 
Korner lagen an der Ober- oder Unterflache der Vacuolen. Schon in den 
wahrend dieses Garversuches frisch entnommenen Proben war der Vacu- 


Oo 


Abb. 7d. 


Abb. 7a—e. Hefezellen aus dem Kobaltgro8ver- 
such von 1949. Entnahme: @ um 10 Uhr, 6 12 Uhr, 
ce 14 Uhr, d 16 Uhr, e¢ 18 Uhr. Feinpunktierte Stel- 
len in a@ graugelblich, in 6 — e hellgelb gefarbt. 
Starke Punkte stellen braune Korner dar. 
Helle Stellen = Vacuolen. 


Abb. 7e. 


olenreichtum der Zellen im Gegensatz zu allen anderen Schwermetall- 
versuchen aufgefallen, desgleichen auch durchweg in den Laboratoriums- 
versuchen mit Kobaltzusitzen. Wir moéchten annehmen, nachdem wir 
auch die Speicherung des Kobalts in der Vacuolenperipherie sichtbar 
machen konnten, da8 sich hier Vorgiinge besonderer Art in der Zelle ab- 
spielen. 

Wie bei Mucor haben wir in unseren Laboratoriumsversuchen leider auch bei 
der Hefe Nickel im Plasmakorper bisher nicht eindeutig nachweisen k6nnen. Wohl 
erhielten wir bei der Behandlung des griindlich gewaschenen Zellmaterials mit 
Rubeanwasserstoff eine schwache violette Farbung; aber ob diese auf Reaktionen 
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an den Zelloberflachen oder des Zellinnern beruhte, konnten wir nicht feststellen. 
GroBversuche wurden mit diesem Metall nicht angestellt. 

Desgleichen fiihrten unsere Versuche, Eisen und Antimon in den Zellen nach- 
zuweisen, zu keinem befriedigenden Ergebnis, so daB auch diese Versuche hier nicht 


besprochen werden sollen. 


b. Quantitative Bestimmung. 


Quantitative Bestimmungen fihrten wir bei den Schwermetallhefen 
durch, die in den Grofiversuchen in der Nordd. Hefeindustrie gewonnen 
worden waren; wir verfolgten die Verinderungen des Schwermetall- 
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Abb. 8. Speicherung im zeitlichen Ablauf 
in den HefegroBversuchen. 


+ 


schen, bis bei Zugabe von FE 


gehaltes im Verlaufe der Garung (vgl. 
Abb. 8). 


Zu diesem Zweck nahmen wir wieder 
im Abstand von jeweils 2 Std, wie bei den 
mikroskopischen Untersuchungen, Hefe- 
proben ab, die von der Nahrlésung durch 
Zentrifugieren befreit, 6mal mit Aqua dest. 
gewaschen und darauf im Trockenschrank 
bei 100—105° C getrocknet wurden. 


Kupfer-Hefe. 


Die quantitative Bestimmung des Kup- 
fers in der Kupfer-Hefe erfolgte auf gravi- 
metrischem Wege durch Fallung mit Sali- 
cylaldoxim (nach EpHram). Fallungsvor- 
schrift: Die Kupfer-Hefe wird im KsrL- 
DAHL-Kolben mit rauchender HNO, und 
konz. H,SO, verascht. Die klare mineral- 
saure Lésung wird mit NaOH bis zum Auf- 
treten eines Niederschlages versetzt, den 
man durch Zugabe von CH, COOH wieder 
lost. Man fallt nun das Kupfer quantita- 
tiv durch Zufiigen von Salicylaldoxim un- 
ter kraftigem Riihren und filtriert durch 
einen Porzellanfiltertiegel AI. Es wird dann 
solange mit kaltem Aqua dest. nachgewa- 


tisenchlorid keine positive Reaktion auf das Reagens 


mehr erfolgt. Nach scharfem Absaugen trocknet man den Niederschlag im Trocken- 
schrank bei 100—105° © bis zur Gewichtskonstanz. 

Im GroBversuch I vom 21, Juni 1949 (vgl. Abb. 8) betrug der Kupfer- 
gehalt der Stellhefe bei Beginn des Giirversuches 0,08 mg Cu/g Trocken- 
substanz; er war nach vierstiindiger Versuchsdauer (10 Uhr) auf 0,74 mg 
angestiegen und erreichte nach 6 Std (12 Uhr) 1,0mg. Das Maximum 
der Kupferaufnahme wurde um 14 Uhr mit 1,61 mg erreicht. Es folgte 
dann ein steter Abfall: Um 16 Uhr lag der Kupfergehalt bei 1,48 mg und 
um 18 Uhr bei 1,40 mg. Bei Abbruch des Giérversuches betrug der 
Kupfergehalt nur noch 1,24 mg Cu je g Trockensubstanz. 
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Kobalt-Hefe. 


Auch bei der quantitativen Bestimmung des Kobaltgehaltes in den Kobalt-Hefen 
benutzten wir eine gravimetrische Bestimmungsmethode, und zwar mit a-Nitroso- 
P-naphthol als Fallungsreagens (Mayr-Fuici). Analysenvorschrift: Die Kobalt- 
Hefe wird im KseLpaut-Kolben mit rauchender Salpeterséure und konz. Schwefel- 
sdure in tiblicher Weise verascht. Nach Verdiinnen mit Aqua dest. wird die schwach- 
saure Losung mit 5 Tropfen Perhydrol versetzt und darauf 2n-Natronlauge bis zur 
Fallung eines Niederschlages von Co (OH), zugegeben. Man bringt dann den 
Niederschlag mit etwa 10 cm? Hisessig unter schwachem Erwarmen zur Lésung und 
fullt mit siedend hei&em Aqua dest. auf etwa 200 cm’ auf. Das Kobalt wird nun mit 
etwa 5—10 Tropfen a-Nitroso-f-naphthol in der Siedehitze gefallt. Nach Absetzen 
des Niederschlages filtriert man durch einen Porzellanfiltertiegel A I und wascht 
mit heiBer 33% iger Essigsiure mehrmals nach. Nach anschlieBendem Waschen mit 
fast siedend heiBem Aqua dest. wird der Niederschlag bei 130° C zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 


_ Der Ablauf der Kobalt-Speicherung unterscheidet sich deutlich von 
dem des Kupfers (vgl. Abb. 8). Bei beiden Kobalt-Hefe-Groiiversuchen 
stieg der Kobaltgehalt bis zum Ende der Garung kontinuierlich an. Im 
1. Kobalt-GroBversuch (23. Juni 1949) war der Kobaltgehalt der Hefe 
yon 0,04 mg beim Beginn der Giarung nach 4 Std auf 0,18 mg angestie- 
gen und hatte nach 6 Std 0,37 mg Co/g Trockensubstanz erreicht. Die 
Co-Bestimmungen der nun folgenden Proben zeigten einen steten An- 
stieg der Co-Menge: Nach 8 Std betrug der Co-Gehalt 0,49 mg, nach 
10 Std 0,66 mg, nach 12 Std 0,75 mg und nach 13 Std 0,9 mg Co/g 
Trockensubstanz. Beim 2. Kobalt-GroBversuch (6. Juni 1950) stieg der 
Co-Gehalt ebenfalls laufend an. Allerdings lagen die Werte unter denen 
des 1. Versuches, so daB die Kurve hier im ganzen flacher verlief. Der 
Co-Gehalt der abgenommenen Proben betrug: nach 4 Std 0,13 mg, nach 
6 Std 0,21 mg, nach 8 Std 0,30 mg, nach 10 Std 0,39 mg, nach 12 Std 
0,41 mg, bei Abbruch des Versuches 0,46 mg Co/g Trockensubstanz. 


Antimon-Hefe. 


Die Bestimmung des Antimongehaltes in der Antimonhefe (GroBversuch vom 
15. Juni 1950) wurde mit Hilfe der Papierstreifenmethode nach SANGER-BLACK 
durchgefiihrt. Ausfiihrung der Bestimmung: Die Antimonhefe wird im 
Ksetpaut-Kolben mit rauchender Salpetersiure und konzentrierter Schwefelsaure 
verascht. Es ist dabei darauf zu achten, daB stets ein Uberschu8 an Oxydations- 
mitteln vorhanden ist, da sonst im Falle einer Verkohlung das vorhandene Sb V zu 
Sb III reduziert wird, das besonders bei Anwesenheit von Chlorid leicht fliichtige 
Verbindungen bildet. Nach Beendigung der Veraschung wird die restliche Salpeter- 
sdure durch Einblasen eines Luftstromes vertrieben und die schwefelsaure Antimon- 
lésung in einen 100 ml-MeBkolben iibergefiihrt. Man fiillt darauf mit Aqua dest. 
auf 100 ml auf und legt eine genau abgemessene Menge der sauren Sb-Lésung zur 
Bestimmung vor. Bei dieser Methode wird das vorhandene Antimon durch Wasser- 
stoffentwicklung in Antimon-Wasserstoff tibergefiihrt, der mit dem Quecksilber 
der mit HgCl,-Lisung getrankten Papierstreifen eine Verbindung eingeht. Setat 
man die Streifen dann Ammoniakdampfen aus, so ist das Antimon in den Streifen 
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als schwarze Zone zu erkennen. Durch Vergleich der Lange der Farbzonen mit einer 
Skala, die mit Lésungen bekannten Sb-Gehaltes hergestellt wurde, 1a8t sich dann! 
der Antimongehalt der Hefe feststellen. 

Der Antimongehalt der Hefeproben ergab ahnliche Verhaltnisse wie; 
beim Kupfer-Hefe-Versuch (vgl. Abb. 8), namlich ein Maximum im Sb- 
Gehalt um 14 Uhr (also nach 8 Std) und darauf einen Abfall bis zum 
Ende des Girprozesses. Nach einer Girzeit von 4 Std hatte die Hefe 
0,29 mg Sb/g Trockensubstanz aufgenommen und erreichte nach 6 Std 
1,05 mg. Der héchste Antimonwert wurde mit 2,2 mg nach 8 Std ge- 
funden. Die restlichen Proben zeigten dann einen laufenden Abfall im 
Antimongehalt, und zwar enthielten die Proben um 16 Uhr (nach 10 Std) 
2,0 mg und um 18 Uhr nur noch 1,84 mg. Der Antimongehalt der Hefe 
lag dann um 19 Uhr mit 1,008 mg Antimon/g Trockensubstanz etwa 
wieder in Héhe der 12 Uhr-Probe. . 


EHisen-Hefe. 


Bei der Bestimmung des Eisengehaltes der Eisen-Hefen im Verlauf der Garung 
(GroBversuche vom 8. Juni 1950 und 20. Juni 1950) benutzten wir eine photo- 
metrische Methode, die darauf beruht, daB Sulfosalicylsiure mit Ferri- und Ferro- 
salzen in alkalischer Lésung eine gelbgefarbte Komplexverbindung bildet. Be- 
stimmungsvorschrift: Die Eisen-Hefe wird in einem KyELpauu-Kolben mit 
konz. Schwefelsiure und rauchender Salpetersiure verascht. Nach Beendigung der 
Veraschung entfernt man die vorhandene Schwefelsaure und die restliche Salpeter- 
siure durch vorsichtiges Erwirmen im Sandbade unter gleichzeitigem Einblasen 
eines méBigen Luftstromes. Der im KyELDAHL-Kolben verbliebene Riickstand wird 
darauf in 5 ml 25%iger HCl p. a. vollstiindig gelést, in einen 100 ml-Mefkolben 
libergefiihrt und mit Aqua dest. auf etwa 50 ml aufgefiillt. Man versetzt den Inhalt 
nun mit 5 ml 1%iger Sulfosalicylsiure, mischt durch Umschwenken gut durch und 
fiigt 10 ml 25% iges NH,OH hinzu. Nach dem Auffiillen des MeBkolbens mit 
Wasser auf 100 ml und Durchmischen des Inhaltes photometriert man die Lésung 
in einer geschlossenen Kiivette d = 6 cm unter Benutzung des Filters 45 im Leitz- 
Photometer (Leifo-Druckschrift B/C.) Aus den MeBwerten einer Reihe von 10 Ein- 
zelmessungen wird das arithmetische Mittel gebildet und als MeBergebnis fiir die 
Auswertung benutzt. 


Die Bestimmung des Fe-Gehaltes der einzelnen Hefeproben fiihrten 
wir nur bei der Eisenchlorid-Hefe durch. Die Proben wurden nach einer 
Versuchsdauer von 5 Std (also ab 11 Uhr) 2stiindlich abgenommen. Auch 
hier konnten wir wieder ein Maximum in der Speicherung feststellen, 
das aber erst bei 17 Uhr (also 11 Std nach Versuchsbeginn) lag. Der Fe- 
Gehalt verainderte sich wihrend des Girprozesses wie folgt: Um 11 Uhr 
2,7 mg, um 13 Uhr 5,0 mg, um 15 Uhr 8,2 mg, um 17 Uhr 10,2 mg und 
um 19 Uhr 8,8 mg Fe/g Trockensubstanz (vgl. Abb. 8). 


Die Hisencitrat-Hefe hatte bei Beendigung des Girversuches einen 
Kisengehalt von 6,3 mg Fe/g Trockensubstanz, lag also im Endergebnis 


unter der Chlorid-Hefe. Der Speicherungsverlauf ist hier nicht analysiert 
worden. 
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IV. Besprechung der Ergebnisse. 


Vergleichen wir die an unseren Objekten gewonnenen Ergebnisse mit 
dem uns aus der Literatur Bekanntgewordenen, so ergibt sich folgendes: 
Hinsichtlich Wachstumsférderung und Vertriglichkeit der untersuchten 
Schwermetalle zeigten sich bei unseren Versuchen meistens die gleichen 
GroBenordnungen, wie sie in zahlreichen Ver6ffentlichungen angegeben 
werden. Kin naheres Eingehen darauf wiirde hier zu weit fiihren, zumal 
die Wachstumseinfliisse zugefiihrter Schwermetalle von recht verschie- 
denen, hier nicht besonders untersuchten Faktoren abhingen. Deswegen 
ist auch die Festlegung einer optimalen bzw. noch ertriglichen Schwer- 
metallkonzentration als einer konstanten GréBe gar nicht méglich. Daher 
sei nur auf solche Arbeiten naher eingegangen, die sich mit der Speiche- 
rung von Schwermetallen befassen. 

Uber den Nachweis des Kupfers in Pflanzen liegen umfangreiche 
Untersuchungen an hodheren Pflanzen vor, die vor allem im Zusammen- 
hang mit der Frage der Kupferarmut gewisser Kulturbéden an landwirt- 
schaftlichen Nutzpflanzen vorgenommen wurden, 

Von Arbeiten an niederen Pflanzen sind besonders die Untersuchungen von 
ScHWARTZ u. STEINHARDT erwahnenswert, die sich bei Aspergillus auch mit 
der Frage des Ortes der Speicherung sowie der Art der chemischen Bindung 
des Kupfers beschaftigten. Sie glaubten, eine Kupferanreicherung im Mycel in 
den ersten Versuchstagen und ein spiteres Absinken zu beobachten. Doch 
konnte die Trennung des im Mycel gespeicherten Kupfers von dem mit der 
Nahrlosung dem Mycel auBen anhaftenden anscheinend nicht ganz einwandfrei 
vorgenommen werden. 


Ergebnisse tiber einen mikroskopischen Nachweis in Schimmelpilzen 
sind uns nicht bekannt. Unsere Untersuchungen an Mucor racemosus er- 
gaben nun eine deutliche Kupferreaktion mit dem angewandten Farb- 
reagens, die bei den auf Kontrollbdden gewachsenen Luftmycelien nicht 
beobachtet werden konnte. Daf es sich um auBen anhaftendes Kupfer 
des Mediums handelte, kann hier mit Sicherheit verneint werden, da zu 
diesen Untersuchungen nur hochwachsende Luftmycelien verwandt wur- 
den, die gar nicht in unmittelbarer Berithrung mit dem Substrat stan- 
den. Die mikroskopische Beobachtung lie& mit Wahrscheinlichkeit 
darauf schlieBen, daB die Farbreaktion innerhalb des Plasmak6rpers 
erfolgte. Auch unsere Versuche zur Erzielung kupferreicher Hefe ergaben 
mikroskopische Bilder, nach denen wir eine Speicherung des Kupfers im 
Plasmakorper mit Sicherheit annehmen méchten. 

GutstTEIN versuchte, an Hefe- und Bakterienzellen Schwermetalle mit verschie- 
denen Beizenfarbungen innerhalb der Zelle nachzuweisen und kam auf Grund seiner 
mikroskopischen Beobachtungen zu dem Schlu8, da Kupfer in den Hefezellen 
iiberwiegend in den auBeren Plasmapartien gespeichert wird. Doch handelte es sich 
hier um Hefezellen, die mit kupfersalzhaltigen Lésungen behandelt worden waren, 
und nicht um aus Wachstumsprozessen gewonnene Zellen. 
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Wir haben ebenfalls Versuche in dem von GuTsTEIN beschriebenen: 
Sinne ausgefiihrt und fanden, da Kupfersalze in die Zellen hineindiffun- 
dieren, aber auch genau so wieder ausgewaschen werden kénnen. Ks‘ 
handelt sich um einen rein physikalischen ProzeB, der nichts mit dem: 
Vorgang einer Speicherung durch die lebende Zelle zu tun hat; daB bei 
unseren Waschprozessen einiges in die Zelle diffundiertes, locker gebun- 
denes Kupfer herausgewaschen wurde, das méglicherweise tiberwiegend: 
in den auBeren Partien der Zelle haften blieb, erscheint vorstellbar.: 
Wesentlich ist die Feststellung, daB erhebliche Mengen Kupfer im: 
Innern der Hefezellen in nicht auswaschbarer Form gespeichert werden: 
konnen. 

Uber die quantitativen Verhaltnisse geben die Aschenanalysen Auf- 
schluB. Wir fanden in der gewodhnlichen Béckerhefe 0,08 mg Kupfer/g, 
Trockensubstanz; dieser Gehalt stimmt gut mit Untersuchungen von: 
Warpurc iiberein, der bei T'orula-Hefe einen Gehalt von 0,07 mg Cu und: 
bei einer untergdrigen Hefe einen Gehalt von 0,09 mg Cu/g Trocken- 
substanz gefunden hatte. Im Verlauf des GroBversuchs in der Nordd.] 
Hefeindustrie zeigte sich nun, daB die Hefe bis zur 20fachen Menge dieses: 
Ausgangsgehaltes speichern konnte. Daf dieser Gehalt im Verlaufe des 
weiteren Versuches wieder abnahm, mu vorlaufig nur zur Kenntnis 
genommen werden, ohne daf nach diesem einmaligen Ergebnis irgend! 
ein SchluB daraus gezogen werden diirfte. 

Kobalt, dessen physiologische Bedeutung erst im Zusammenhang 
mit den Anamien des Menschen und der héheren Tiere erkannt wurde, 
wurde in fritherer Zeit bei Pflanzenanalysen nur selten beriicksichtigt- 
Neuestens versucht man nun, mit Hilfe von radioaktivem Kobalt die 
Aufnahme durch die Hefezelle zu verfolgen. 

NICKERSON u. ZERAHN gelang es, durch Kultur in einem Medium mit radio- 
aktivem Kobalt nach 17stiindiger Kulturdauer in den abzentrifugierten, gewasche- 
nen Hefezellen eine relativ starke Radioaktivitat festzustellen. Sie fanden, daB die 
fiir 1 g Frischhefe errechnete Aktivitit bis zum 670fachen derjenigen betrug, die in 
1 cm® Nahrmedium am Ende des Versuches gemessen worden war. 

Zur Beurteilung der Ergebnisse muB festgestellt werden, daB diese Autoren nur 
mit sehr geringen Kobalt-Konzentrationen im Medium, namlich 21 bzw. 62,5 y/Liter 
arbeiteten, wahrend bei unseren Versuchen die Konzentration 30 mg Co/Liter Gar- 
fliissigkeit betrug. 

Dementsprechend waren auch die Speicherungsergebnisse recht gering 
verglichen mit den unsrigen. Errechnet man nach den veréffentlichten 
Versuchsergebnissen die maximal gespeicherte Kobaltmenge, so erhalt 
man etwa 33,5 y/g Trockensubstanz. Diese liegt somit in der GréBen- 
ordnung unseres an Leerhefe gravimetrisch bestimmten Kobaltgehaltes 
von 40 y/g Trockensubstanz. Wahrend unseres 13stiindigen Grofver- 
suchs stieg nun der Kobaltgehalt bis auf etwa das 20fache des Anfangs- 
gehaltes staindig an. So mu8 angenommen werden, daB bei einer weiteren 
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zeitlichen Ausdehnung des Versuches méglicherweise noch héhere Spei- 
cherungswerte erzielt werden kénnten. Bei einer Wiederholung des Ver- 
suchs verlief der Anstieg gleichermafen stetig, nur etwas langsamer. 

Gegentiber diesem guten Speicherungsvermégen der Backerhefe fanden An- 
DERSSON-Korré u. Hevusy in ihren Untersuchungen mit radioaktivem Kobalt bei 
Neurospora nur eine Speicherung von 3,3 y/g Trockensubstanz, obgleich die Kultur 
5 Tage in einer Nahrlosung lief, deren Kobaltgehalt in der gleichen GréBenordnung 
wie in unseren Versuchen lag. 

NICKERSON u. ZERAHN schlieBen aus Versuchen von RicHARDS u. 
TroutMAN, die Kobalt in Hefe spektrographisch nicht nachweisen 
konnten, daB Kobalt zum Wachstum der Hefe nicht notwendig sei. Wie 
vorsichtig man mit solchen Schliissen sein muB, ergibt sich schon daraus, 
da wir in der Leerhefe meBbare Mengen Kobalt gefunden haben. Nach- 
dem wir nun zeigen konnten, daB Hefe bei geniigendem Angebot Kobalt 
in recht erheblichen Mengen speichert, erscheint es uns tiberhaupt schwer 
vorstellbar, eine kobaltfreie Hefe zu finden; denn, da das fiir jede Zelle 
notwendige Eisen gewohnlich mit Kobaltspuren verunreinigt ist, wird man 
insbesondere auch nach den Untersuchungen von NICKERSON u. ZERAHN 
erwarten, daB Hefen schon die geringsten Spuren gierig an sich reiBen 
werden. Hinzu kommt die bekannte Tatsache, da Hefe die meisten B- 
Vitamine in nennenswerter Menge synthetisiert, und da8 insbesondere 
auch das Vorkommen von B,, zumindest fiir einige Hefearten bekannt ist. 


NICKERSON u. ZERAHN sowie HUTNER u. a. vermuten, dali die Speiche- 
rung des Kobalts hauptsachlich an der Peripherie erfolge. Die Original- 
arbeit von WIAmtz ist uns leider bisher nicht zuginglich gewesen. Unsere 
mikroskopischen Ergebnisse, die eindeutig auf eine Speicherung im Zell- 
innern schlieBen lassen, wurden in ihrem zeitlichen Ablauf beschrieben 
und durch Zeichnungen belegt. Ob die reichliche Vacuolen-Bildung auf 
eine spezifische Kobaltwirkung zuriickzufihren ist, mag vorlaufig nur 
als Vermutung geiuSert werden, zumal die Anhiufung von stark tin- 
gierbaren Elementen an der Peripherie der Vacuolen recht auffallig ist. 

Auch unsere Beobachtungen an Mucor racemosus deuten darauf hin, 
daB Kobalt im Plasma der Zellen, insbesondere auch der Sporen, ge- 
speichert wird. Die Verhaltnisse liegen hier genau wie beim Kupfer. 

Nach ARDOoINo ist das Nickel ein unerliBliches Element in hoheren 
Pflanzen, das sich an Gewebeschnitten mikrochemisch nachweisen laBt. 
Auch Bertranp u. Moxracenatz fanden es in pflanzlichen Objekten. 
Uber Speicherungsergebnisse nach erhéhtem Angebot sind uns keine 
Arbeiten bekannt. Da8 unsere mikroskopischen Untersuchungen im 
Gegensatz zu den vorgenannten Versuchen mit Metallen keinen Beweis 
fiir eine Speicherung im Zellinnern erbrachten, -wurde oben dargelegt. 
So darf vermutet werden, daB sich die beiden chemisch nahe verwandten 
Metalle Kobalt und Nickel physiologisch recht verschieden verhalten. 
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Begreiflicherweise sind Untersuchungen iiber das Vorkommen von 
Antimon in Pflanzenzellen selten gemacht worden. 

Der Verbleib dieses Elementes im tierischen Organismus, insbesondere nach 
therapeutischer Verabfolgung, interessierte jedoch, und es konnte auch in der Leber 
nachgewiesen werden (Hassan). In marinen Organismen wurde von botanischer' 
und zoologischer Seite Antimon mehrmals nachgewiesen (Noppack u. NoDDACK, 
LAGRANGE u. TSCHAKIRIAN, CHAPMAN sowie Cornu), an héheren Pflanzen danni 
noch von RosENTHALER u. BECK. Tiber das Vorkommen in Hefe, deren Affinitat zu 
Arsen seit langem bekannt war, liegen unseres Wissens bisher keine Untersuchungen: 
vor. KNAFFL-LENz vermutete bei Penicillium brevicaule die Bildung fliichtiger Anti- 
monverbindungen durch den Pilz, muBte aber feststellen, daB solche nicht entstanden.. 

Quantitative Bestimmungen der Hefeproben aus dem GroBversuchi 
mit Brechweinstein ergaben ein Maximum des Antimongehaltes mit 
2,2 mg/g Trockensubstanz nach 8stiindiger Versuchsdauer. Dann nahm, 
wie beim Kupfer, der Sb-Gehalt der Hefe wieder ab. Auch hier kann nur 
das einmalige Versuchsergebnis als Faktum berichtet werden. Uber den 
Ort der Speicherung an oder in der Zelle haben mikroskopische Unter- 
suchungen leider keinen Aufschluf geben konnen. Daf mit unserem 
Analysen im wesentlichen auBen an den Zellwanden anhaftende Anti+ 
mon-Verbindungen aus der Kulturfliissigkeit erfaBt worden waren, er- 
scheint schon nach den intensiven Waschprozessen auBerst unwahr- 
scheinlich. AuBerdem war der Zulauf der verschiedenen Schwermetall: 
lésungen stets so geregelt worden, dafs diese im Garbottich nicht aus: 
fielen. Auch der stetige Kurvenverlauf spricht gegen eine solche An: 
nahme. Am Rande sei noch bemerkt, da inzwischen vorgenommené 
Untersuchungen iiber die Natur der entstandenen Antimon-Verbindun) 
gen es auch wahrscheinlich machen, daB es sich hier um eine echte 
Assimilation seitens der lebenden Zelle handelt. 

Im Gegensatz zu den vorgenannten Elementen ist das Vorhandensei 
des Eisens in jeder lebenden Zelle bekannt, und es interessierte von 
jeher die Menge des vorhandenen Kisens bei verschiedenen Organismen: 
gruppen, weiterhin auch die Art der Speicherung. Es wiirde zu wei 
fiihren, hier die umfangreiche Literatur iiber den Eisenstoffwechsel nie 
derer Organismen heranzuziehen. Zum Vergleich seien nur einige Ar 
beiten erwihnt, die sich mit dem Eisengehalt der Hefe befassen. 

An Hefenaschen hat WARBURG quantitative Bestimmungen gemacht. Er fan: 
bei Torula-Reinkulturen 1x 10-1 mg Fe/g Trockensubstanz, also einen Wert, de: 
in derselben GréBenordnung wie der des Kupfers lag. ELvensem fand bei Saccha 
romyces cerevisiae einen Fe-Gehalt in Abhangigkeit von der in der Nahrlésun. 
dargebotenen Menge. In absolut eisenfreier Kultur bestimmte er nach 40- baw 
156stiindiger Kulturdauer den Kisengehalt mit 0,05 bzw. 0,06 mg/g Trockensuk 
stanz. Schon bei dem geringen Eisenzusatz von 1 mg Fe/Liter Kulturfliissigkes 

wies er den 4fachen Hisengehalt nach 40stiindiger Kulturdauer nach. 

Demgegeniiber wurde in unserem Grofversuch mit Ferrichlorid da 
Maximum des Hisengehaltes nach 9 Std mit 10 mg/g Trockensubstan 
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bei einer Kisenkonzentration im Medium von 31 mg/Liter bestimmt. Es 
ist hiermit gezeigt worden, da8 bei entsprechender Gestaltung der 
AuBenbedingungen, insbesondere geniigendem Angebot an léslichem 
Hisen, so viel von der Hefezelle gespeichert werden kann, dak 1% ihrer 
Trockensubstanz aus Kisen besteht. Wenn leider auch unsere Bemiihun- 
gen, beweisende mikroskopische Bilder iiber die Fe-Speicherung in der 
Zelle mit verschiedenen Farbemethoden zu erhalten, zu keinem befriedi- 
genden Ergebnis fiihrten, so nehmen wir hier aus denselben Griinden wie 
beim Antimon an, da8 das analytisch bestimmte Hisen einer echten 
Speicherung in der Zelle entspricht. Da® diese Menge um eine Gréfen- 
ordnung héher als die der anderen untersuchten Elemente liegt, erscheint 
uns nicht erstaunlich; ist doch das Hisen das ,,physiologischste‘ unter 
den Schwermetallen. 


V. Zusammenfassung. 


1. Béackerhefe konnte Kupfer und Kobalt bei der dargebotenen Kon- 

zentration von 38 bzw. 30 mg/Liter bis zu einer Menge speichern, die 
etwa das 20fache des Ausgangsgehaltes in der Hefe betragt. Bei Kupfer 
stieg in unserem Versuch der Gehalt von 0,08 auf 1,6 mg Cu, bei Kobalt 
von 0,04 auf 0,8 mg Co/g Trockensubstanz. 
_ 2. Im zeitlichen Ablauf waihrend der 13stiindigen Versuchsdauer war 
beim Kupfer schon nach 8 Std das Maximum der prozentualen Speiche- 
rung erreicht, waihrend beim Kobalt die Werte bis zum Versuchsende 
dauernd anstiegen. 

3. Mit Hilfe eines bekannten Farbeverfahrens wurde die Speicherung 
dieser beiden Metalle im Zellplasma mikroskopisch beobachtet. 

4, Mit derselben Methode gelang es, Kupfer und Kobalt im Plasma 
von Mucor racemosus festzustellen, wihrend entsprechende mikrosko- 
pische Bilder fiir Nickel nicht zu erhalten waren. 

5. Auch Antimon, als Brechweinstein der Nahrlésung zugegeben, 
wurde von Bickerhefe gespeichert; das Maximum war wie beim Kupfer 
schon nach 8stiindiger Versuchsdauer mit 2,2 mg Sb/g Trockensubstanz 
erreicht. 

6. Eisen, in dreiwertiger Form geboten, wurde bis zu einer maximalen 
Menge von 10 mg/g Trockensubstanz von der Bdckerhefe gespeichert; 
diese Menge stellt das 100fache der sonst in Hefe bestimmten Hisenwerte 
dar. 
~ Fir Eisen und Antimon konnten Firbemethoden, die einen einwand- 
freien Nachweis im Zellplasma bei unseren Untersuchungsobjekten ge- 
statteten, bisher nicht gefunden werden. 

Die Durchfiihrung der Versuche in der Norddeutschen Hefeindustrie wurde er- 


méglicht durch das liebenswiirdige Entgegenkommen von Herrn Dr. H. von La- 
CROIX und seinen Mitarbeitern. Ihnen sei an dieser Stelle fiir ihre Untersttitzung 


: 
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noch einmal herzlich gedankt. — Bei den Laboratoriumsversuchen, insbesondere 
auch bei den Schwermetallbestimmungen, hat uns unser Chemotechniker, Herr 
Ertcu Mrnvta, jederzeit mit Rat und Tat zur Seite gestanden. Insbesondere wurde 
von ihm auch die Eisenbestimmungsmethode selbstindig entwickelt. [nm gebiihrt 
fiir seine unermiidliche Hilfsbereitschaft ganz besonderer Dank. 
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Studies in the phototaxis of Rhodospirillum rubrum. 


I. Action spectrum, growth in green light, and Weser Law adherence. 


By 
RODERICK K. CLAYTON *. 


With 7 figures in the text. 
(Hingegangen am 25. Méirz 1953.) 


Because of their striking pigmentation, their singular phototactic 


movements, and their unique photosynthetic metabolism, the purple 


bacteria (Thiorhodaceae and Athiorhodaceae) have been the subject of 


numerous studies in the past seventy years. Such studies have been 
aimed at an elucidation of the nature of the pigments, of the photo- 
tactic response, of the metabolism, and of the way in which these three 
are related. 

The most extensively studied of these organisms, Rhodospirillum 
rubrum, is a corkscrew-shaped representative of the Athiorhodaceae which 
responds to an abrupt decrease in illumination by reversing its direction 


of swimming. Investigations of its photosynthetic metabolism (vAN NIEL), 


a variant of green plant photosynthesis, have thrown considerable light 
on the nature of the latter process; it is in this respect that the organism 
has provided its greatest utility in the past. 

It is hoped that Rh. rubrum will be of value also, through studies of 
its phototactic response, in promoting our understanding of biological 
irritability (capacity of a living cell to respond to an environmental 
change). With this end in mind, the work described in this article con- 


‘sisted of some investigations into details of the phototactic process of 


Rh. rubrum. 
I. Experiments undertaken. 


Before outlining the experiments of the present investigation, let us 
review briefly our present state of knowledge of Rh. rubrum. 

The bacterial pigments fall into two principal groups; a chlorophyllous 
substance (bacteriochlorophyll) and a complex of carotenoid pigments. 
Tn intact cells of Rh. rubrum the bacteriochlorophyll shows a pronounced 
absorption maximum at 875 mu and smaller maxima at 800 and 590 mu 
(in alcoholic extracts, in which the pigment is no longer conjugated to 
a protein, the infra-red maxima are shifted to 774 my). At least 95°% 
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of the carotenoid group in Rh. rubrum consists of spirilloxanthin (PoLGaR, 
vAN Nigw, a. ZECHMEISTER), a red pigment whose absorption maxima 
lie approximately at 550, 510, and 480 my in the intact cells. The maxima 
of the scarcer carotenoids, occurring in the blue and green, do not appear 
in absorption spectra of the intact cells, being masked by the maxima 
of the preponderant spirilloxanthin and by the effect of strong scattering. 
The carotenoids as well as the bacteriochlorophyll are conjugated to 
proteins (FRENCH, 1938, 1940). 

The principal metabolic activity of Rh. rubrum is a reduction of CO, 
with the concomitant oxidation of any of a number of organic substances 
or other suitable hydrogen donors; simple organic acids and alcohols 
serve well as substrates. The réle of the substrate as H donor is 
shown strikingly by the quantitative conversion of secondary alcohols 
to the corresponding ketones by some Athiorhodaceae (FosTER). The 
oxidation of some substrates can yield CO, or higher intermediates which 
can in turn be metabolized to cell materials, making an external suppl 
of carbonate unnecessary for growth. Light, when it is available to th 
purple bacteria, serves as a source of energy for the reduction of CQ,. 
The Athiorhodaceae are not limited, however, to a photosynthetic meta- 
bolism; under aerobic conditions in darkness they are capable of reduc-_ 
ing CO,, obtaining the necessary energy from the reduction of O,. 
With a newly isolated strain this capability must usually be developed 
by a period of adaptation to oxygen. . 

The phototactic response of Rh. rubrum has already been described 
as a reversal of swimming direction evoked by an abrupt decrease in 
the intensity of light impinging on the bacterium. An increase of inten- 
sity elicits no response, so that a spot of light acts as a trap for the 
bacteria: they are free to enter the spot, but they will probably reverse 
their direction of swimming when attempting to leave it. MoniscH 
recognized the existence of accommodation in the phototactic response, 
observing that the effectiveness of a decrease of illumination in evoking 
a response becomes greater as the decrease is made more abrupt. SCHRAM- 
MECK, investigating the smallest decrease of illumination which suffices 
to evoke a phototactic response, found that the liminally effective decre- 
ase amounts to 5% of the initial intensity for all values of the initial 
intensity ranging from 0.005 to 200 meter candles. This striking result 
has served as a key case in support of the so-called WrBEer Law, which 
requires that the least perceptible change in an environmental factor be 
a constant fraction of the original intensity of the factor. 

The question of what pigments in Rh. rubrum absorb light which is 
effective for the photosynthetic and phototactic processes can be settled, 
in principle, by comparing absorption spectra of the pigments with action 
spectra for the processes. Action spectra for photosynthesis, obtained 
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by Frencuw (1937) and by THomas (1950), consisted of measurements 
of the rate of CO, uptake, at a given light intensity, as a function of 
wave length. A phototactic action spectrum was obtained by ManrEN 
as follows: Onto a layer of bacterial culture was projected a field of 
illumination divided into two zones separated by a sharp boundary; 
one zone consisted of yellow-green filtered light of fixed intensity (J,), 
while the other zone contained monochromatic light which could be 
adjusted in wave length and intensity. At a given wave length / the 
intensity of the variable zone was adjusted to a value J, at which the 
bacteria did not respond phototactically when crossing the boundary 
(the two zones “appeared” equally “bright” to the bacteria); a plot of 
I,/I;, vs. A revealed the phototactic effectiveness of light as a function 
of its wave length. 


Table 1. Maxima in absorption spectra and action spectra for photosynthesis and 
phototaxis of Rhodospirillum rubrum. 


Process Wave lengths of greatest absorption or effectiveness (my) 
| 
Absorption by bacteriochloro- | 875 | 590 400 
[pinivdlll” ox oath ate open tie 
Absorption by carotenoids . . 550 510 480 
Photosynthesis (C. 8. FRENcH | not 
ORY 6 to: Bosco eos 875 | 590 meas. 
Photosynthesis (J. B. THomas | not not 
HOS) erent choses, (sas meas. | 590 530 490 460 | meas. 
Phototaxis (A. ManTEN 1948) 875 | 590 530 490 460 | 400 


Results of these investigations are shown in Table 1, in which ab- 
sorption and action maxima are given. Frencw found no photosyn- 
thetic activity on the part of the carotenoid pigments, the bacterio- 
chlorophyll alone appearing to be active. His results are contradicted 
by those of THomas, who found photosynthetic action maxima in the 
region of carotenoid absorption as well as in the bacteriochlorophyll 
region. These maxima and the maxima in MaNnTEN’s phototactic action 
spectrum do not, however, reflect absorption by the highly preponderant 
carotenoid spirilloxanthin; rather they suggest that only some of the 
scarcer carotenoids are active. In view of these discordant and unexpec- 
ted results it was decided to perform another measurement of the photo- 
tactic action spectrum, employing a technique similar to MANTEN’s but 
using monochromatic light of greater spectral purity. An investigation 
of possible sources of error in such action spectra was also conducted. 

Unpublished experiments by Dr. W. ArnoLp, which involved the 
growth of Rh. rubrum in various parts of a spectrum, indicated that this 


organism is incapable of photosynthetic growth in light absorbed solely 
g* 
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by carotenoid pigments. This question was reexamined, using filtered 
light of intensity much greater than that which is easily obtained in 
the blue-green part of a broad spectrum. 

Since the phototaxis of Rh. rubrum provides the most convincing 
support for the validity of the WeBER Law, and since this relationship 
between stimulus and response may be of fundamental significance in 
formulating a mechanism for biological irritability, it was decided to 
repeat the experiments of ScHRAMMECK referred to earlier in this section, 


II. The phototaetic action spectrum. 


A. Instrumentation. 


To gather more precise information on the phototactic activity of the carotenoid 
pigments of Rh. rubrum, a monochromator was constructed which yielded suffi- 
ciently intense light with spectral purity of 5 to 7.5 my (half-width); it is shown 
schematically in Fig. 1. The light source I (a 500 watt projection lamp) was imaged 
by the condensing lens LZ, at the entrance slit S,; P, was an opaque reflecting 


ou 


Vig. 1. Schematic diagram of Monochromator. Explanation in text. 


wedge the apex of which formed one boundary of both entrance and exit slit. 
Having been reflected through S, the light was collimated by the lens Z, and sent 
through the prisms P; and P,. The mirror M, returned the light through these 
prisms to L,; this lens then focussed the chromatically dispersed beam in the form 
of a spectrum at the exit slit S,. The exit slit transmitted a portion of the spectrum; 
O was a black velvet obstacle which prevented a direct reflection of light from S, 
to S, via the surfaces of L,. Despite this precaution the monochromatic light emer- 
ging from S, was contaminated with enough stray light to require further purifi- 
cation; this was accomplished by the intervention of an extra dispersing stage 
consisting of the lenses L, and L, and the prism Ps. The monochromatic light from 
S, was brought to a focus at a third slit 8; via the mirror M,; most of the stray 
light, having been dispersed into a spectrum, failed to pass the third slit. Finally 
the light passed through the lens L; and was reflected vertically by the mirror . 3 
to the microscope stage S; L, formed an image of the slit S in a layer of bacterial 
culture which rested on the stage. Wave length selection was accomplished by 
rotating M,; the wave length was calibrated by replacing the source J with the 
output of a BrckMAN Spectrophotometer and with a mercury discharge tube. 
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A phototube and AC amplifier was used to measure the intensity of the strip 
of monochromatic light to which the bacteria were exposed (this intensity was 
varied by varying the voltage applied to the lamp). A removable mirror deflected 
the light emerging from L, to the cathode of a phototube, where the image of S, 
was formed. A ground glass plate in front of the phototube diffused the light over 
the cathode; without this precaution the response of the phototube was very 
sensitive to small movements of the image. 

The intervention of a fan modulated the light into 60 cps pulses, permitting AC 
amplification. The pulsating photocurrent, of the order of 10-16 to 10-® amperes, 
was passed through a high resistance in the grid circuit of a Victoreen electrometer 
triode; following a voltage amplification stage and a current amplification stage 
the output was rectified by germanium crystal diodes and measured by a DC 
microammeter. The circuit is shown in Fig. 2; the choice of three resistance values 
in the plate circuit of the first stage provided an approximately hundredfold range 
in amplification. The range of the microammeter was also extended by the use of 
shunting resistors, so that the instrument could be used for measuring photo- 
currents ranging from 10718 to 10-9 amperes. The entire circuit, excepting the 6J5 
heater supply and the meter, was shielded with soft iron, light being admitted to 
the phototube through a window in the soft iron box. The phototube, 10° ohm 
resistor, and electrometer triode were mounted in a sealed dehydrated container 


Vicforeen 


Fig. 2. Phototube-amplifier circuit. Capacitances in pf; resistances in 2. 


to reduce current leakage caused by moisture. Microphonic noise, arising princi- 
pally in the 3Q4, was eliminated effectively by packing this tube and the 6J5 in 
non-absorbent cotton (the absorbent variety is more inflammable). 

The calibration of the phototube-amplifier involved three tasks: calibration of 
linearity (meter reading vs. incident flux), of relative spectral sensitivity, and of 
absolute sensitivity. The linearity was calibrated by observing the change in micro- 
ammeter reading when the light incident on the phototube was reduced by one half; 
successive reductions were carried out over the entire useful range of the instru- 
ment. The spectral variation of sensitivity was calibrated by comparing the response 
with that of a thermocouple-galvanometer arrangement, using the spectral lines 
of mercury and sodium ares to excite the two photometric devices. The absolute 
sensitivity of the thermocouple-galvanometer was estimated by observing the 
response to a 100 watt lamp and referring to the published efficiency of the lamp; 
the sensitivity of the phototube-amplifier at a given wave length was then esti- 
mated by comparing its response with the response of the thermocouple-galvano- 
meter to monochromatic light. Meter readings with the phototube-amplifier were 
reproducible within 2% over periods of several hours; long-term variations in 
spectral sensitivity proved to be less than Duos 

The strain of Rh. rubrum employed in these investigations (strain S-1, VAN 
NIEL) was cultivated in the following medium: Sodium pyruvate 1.0%; yeast 
extract 0,3%,; potassium phosphate buffer, px 7.0 0,2%; (NH,).SO, 0,1%; MgCl, 
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0,05%; CaCl, 0.01% ; NaHCO, 0.01%; tap water 98.3%. Fully grown cultures 
were ebtained in this medium from small inocula in about three days at 35° C. 
The cultures were grown under continuous illumination anaerobically (in com- 
pletely filled glass-stoppered bottles). 


B. Procedure. 


The following observational procedure was adopted: A layer of dense 
bacterial culture 0.5mm in thickness was mounted on a microscope 
slide, a circular glass spacer supporting the cover glass, and the whole 
sealed together with vaseline. Two strips of light were imaged in the 
plane of the culture. One, a control strip of white light, was kept at a 
fixed intensity of about four times the absolute threshold for phototaxis 
(the least intensity which causes a perceptible accumulation of bacteria 
in the light strip). The other strip, of monochromatic light, was applied 
with varying intensities. The two strips, surrounded by darkness, were 
imaged in the layer of bacterial culture for four minutes. Then the entire 
preparation was illuminated uniformly and view obliquely without 
magnification against a dark background; under these conditions the 
accumulation of bacteria where the light strips had been was easily seen. 
This procedure was repeated with different intensities in the mono- 
chromatic strip until the degrees of accumulation of bacteria in the two 
strips were observed to be equal; the intensity J; in the monochromatic 


Table 2. Hxplanation in text. 


Time A, me Lamp volts TA, quanta/u?msec Relative taxis 
1254 550 100 0.675 1 

1301 560 92.5 0.675 —\ 

1308 560 97 0.80 1 

1315 550 105 0.80 2 

1321 550 95 0.575 0 

1328 560 89 0.575 —l y, 
1335 560 92.5 0.675 —y% 

1342 550 90 0.48 —!l 

1349 560 84.5 0.48 —2 : 
1355 560 101 0.91 2 

1402 560 95 0.75 Y, 

1408 550 1038 0.75 2 

1415 550 97.5 0.625 % tol 
1422 560 91 0.625 —!l 

1429 560 $6.5 0.525 —2 

1435 550 92.5 0.525 —y, to 
1442 550 95 0.575 eG 
1448 560 93.5 0.70 0 
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strip which matched the effect of the white strip was noted. The entire 
procedure was then repeated at another wave length 4’ of monochro- 
matic light; the ratio J,/I/, expresses the relative effectiveness of the 
two colors of light in evoking phototaxis. 

The data from a typical experiment are presented in Table 2. The first 
two columns are self-explanatory. In the next two columns the lamp 
voltage determines the intensity J,, expressed in quanta per squaré 
micron per millisecond, of the monochromatic strip the effect of which is 
compared with the control strip of white light. The fifth column expresses 
the relative degrees of accumulation of bacteria in the spaces where the 
two strips had been. The meanings of 
the numbers ranging from 2 to —2 in 
the fifth column can be tabulated as 
follows: 


2— Accumulation in monochromatic strip 
much stronger than that in white strip. 


1— Accumulation in monochromatic strip 
definitely stronger than that in white 
strip. 

¥, — Accumulation in monochromatic strip 
just perceptibly stronger than that in 
white strip. 


Ly, Quonte/ msec 


0— Accumulation in monochromatic strip 
equal to that in white strip. 


=2 -7 0 7 ie 
Accumulation Index 
Fig. 3. Explanation in text. 


—¥, — Accumulation in monochromatic strip 
just perceptibly weaker than that in 
white strip. 


—1]— Accumulation in monochromatic strip definitely weaker than that in white 
strip. 

—2-— Accumulation in monochromatic strip much weaker than that in white 
strip. 

These indices of relative accumulation are not defined quantitatively, 
but in a null method of observation such as this the absolute values of 
deviations from the null need not be well known for precise judgment 
of the null itself. It was found helpful in locating the null and in judging 
the quality of the experiment to plot the accumulation index vs. the 
intensity of the monochromatic strip; this has been done in Fig. 3 for the 
data of Table 2. In this experiment the monochromatic intensities which 
matched the effect of the white strip were found to be 0.575 (at 550 my) 
and 0.71 (at 560 mu); these intensities at their corresponding wave 
lengths were accordingly taken as equivalent in their ability to evoke 
phototaxis. The ,,equivalent intensity” ratio T56o/L550 Was then 0.71/0.575 
or 1.24, and since it was known from earlier experiments that Tego 2560 
= 0.027, the value Isgo/Zs59 = 0.027 x 1.24 = 0.033 could be entered in 


ee 
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the action spectrum. The complete action spectrum, a plot of Lggo/Zz vs. A, 
is shown in Fig. 4 together with an absorption spectrum of living Rh, 
rubrum; for comparison the absorption and action spectra obtained by 
ManrTeEN are included in the figure. 


7 


a—Gacteriochlorophyl Maxime 
b-Corotenoid Maxima J 


YOO 500 600 700 600 900 1000 
A= Th ; 


Fig. 4. Absorption spectra and phototactic action spectra of Rhodospirillum rubrum. : 


C. Discussion. 

Above 570 mu the present action spectrum is in good agreement with 
that obtained by ManrEn, showing the characteristic bacteriochlorophyll 
maxima at 590 and 870 mu and smaller shoulders at 685 and perhaps 
at S00 mu. 

Below 570 my the two action spectra bear almost no resemblance to 
each other, MANTEN’s spectrum, showing pronounced maxima at 530, 490, 
and 460 my (the maximum at 400 my is due to bacteriochlorophyll) and 
minima at 550, 500, and 470 mu, suggests that spirilloxanthin does not 
absorb phototactically active light, but that one or more of the less 
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abundant carotenoids do. The relative activities of these less abundant 
carotenoid(s) and the bacteriochlorophyll are reflected in the relative 
heights of the various maxima; the maxima at 490 and 530 my (caroten- 
oid) and at 590 mu lietdeSHSchISRO phy) are seen to be about equal in 
height. 

In contrast with Manren’s action spectrum, the present action spec- 
trum does show structure in the blue and green which suggests activity 
on the part of the spirilloxanthin. The maxima at 550 and 510 mu 
coincide with spirilloxanthin absorption maxima; the agreement bet- 
ween the phototactic action maximum at 490 my and the spirilloxanthin 
absorption maximum at 480 my is more questionable. The maximum 
observed by MANTEN at 530 my appears in the present action spectrum, 
again suggesting activity on the part of the less abundant carotenoids. 
Indeed, the maximum in the action spectrum at 490 my, observed also 
by MantTENn, may be associated with one of these scarcer carotenoids 
and may have masked a spirilloxanthin maximum at 480 mu. 

The conflicting locations of maxima in the two action spectra are no 
more striking than the differences in relative heights of carotenoid and 
bacteriochlorophyll maxima. It will be recalled that in MANTEN’s action 
spectrum the peaks at 490 and 530 my, ascribed to activity on the part 
of scarcer carotenoids, are fully as high as the bacteriochlorophyll peak 
at 590 my. In the present action spectrum the peak at 590 my rises much 
higher than any of the carotenoid maxima, even though some of these 
are associated with the abundant spirilloxanthin. 

What can be said of the role of carotenoids in phototaxis, on the basis 
of these contradictory action spectra? MANTEN’s spectrum suggests that 
spirilloxanthin is phototactically inert but that one or more scarcer caro- 
tenoids are quite active. The present spectrum, showing maxima at 490 
and 530 mw comparable in height to other maxima at 510 and 550 my, 
suggests that spirilloxanthin is phototactically active but that one or 
more of the scarcer carotenoids are much more active in proportion to 
their concentration in the bacteria. If both spectra are to be taken seri- 
ously they must be reconciled by the assumption that the two strains 
of Rh. rubrum employed differed widely in the activities or in the relative 
concentrations of their pigments. Both strains (S-7 and 4) were isolated 
by vAN Niew at Pacific Grove, California; their absorption spectra as 
shown in Fig. 4 indicate the presence of spirilloxanthin and bacterio- 
ehlorophyll in roughly the same relative amounts. The scarcer com- 
ponents of the carotenoid complex do not appear in these relatively 
erude absorption spectra, and their concentrations in the two strains 
of bacteria could conceivably differ by a large factor. Such a difference 
could cause exactly the variation in action spectra with which we are 
confronted. Had the strain 4 used by ManrEeNn been more deficient in 
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the scarcer carotenoids, the maxima in his action spectrum at 490 and 
530 mu might have been suppressed to a level far below the chlorophyll 
peak at 590 my; at the same time the less pronounced maxima due to 
spirilloxanthin might have emerged from the masking influence of the 
other peaks. Conversely, an increase in the concentration of the scarcer 
carotenoids in strain S-7 might have caused the present action spectrum 
to resemble that obtained by MANTEN. 

The assumption, required in the foregoing interpretation, of low spiril- 
loxanthin activity coupled with high activity on the part of much less 
preponderant carotenoids is not very satisfying. The possibility remains, 
of course, that either or both action spectra were vitiated by uncon- 
trolled environmental influences; some of these were investigated in 
detail and will be discussed in the next paragraphs. 


D. Sources of error. 


The thinness of the bacterial preparation ensured the insignificance 
of sources of error arising from excessive absorption (screening, etc.). 
Reproducibility of data over long periods indicates that variations in 
the material and in the environment did not lead to serious error in the 
action spectrum. It is believed that the measurements were sufficiently 
precise so that the structure appearing in the action spectrum was in no 
case an artifact of scattered data; the difference between successive 
maxima and minima was always greater than the difference between 
duplicate measurements in the same region of the spectrum. 


The possibility remains that throughout the action spectrum measure- 
ment a condition prevailed which tended to suppress or enhance the 
activity of one or more pigments; it was decided therefore that the in- 
fluence of certain obvious environmental factors on the relative activities 
of the bacteriochlorophyll and the carotenoids should be explored. The 
factors investigated included temperature, oxygen concentration, culture 
age, and illumination in various aspects. The influence of changes in the 
composition of the culture medium should be investigated; this was not 
done. 


The relative activities of the bacteriochlorophyll and the carotenoid 
systems were measured by a method similar to that employed by MANTEN 
in his action spectrum measurements. A divided field of illumination 
was projected on the bacterial preparation; one half consisted of light 
absorbed only by the bacteriochlorophyll and the other half, separated 
from the first by a sharp boundary, consisted of light absorbed only by 
the carotenoids. The relative intensities of the two halves were then ad- 
justed so that no phototactic accumulations of bacteria were induced. This 
adjustment admitted of considerable precision; a variation of intensity 
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as little as 3°, from the matching intensity would lead to a noticeable 
phototactic accumulation pattern along the boundary. The match of 
intensities having been established, its stability under the influence of 
certain environmental changes was examined; in this way the relative 
inactivation or sensitization of one pigment system or the other could 
be detected. 


The instrument providing a sharply divided field of illumination will be described 
in Section IV in connection with investigations of the WrmBER Law adherence. 
To isolate light in one half of the field which was absorbed solely by the bacterio- 
chlorophyll, a Wratten No. 23A filter was used in conjunction with 1/, inch of 
10% CuCl, in water; this combination transmitted light from about 570 to 700 mp. 
To isolate light in the other half which was absorbed only by the carotenoids, a 
ratten No. 61 filter was used with the CuCl, filter just described; this combi- 
ation passed light from about 500 to 570 mu. 


The influence of culture age was investigated by comparing the matching 
intensities when applied to cultures of varying physiological age and to prepara - 
ions which had been resting in the observation cell, in the dark, for lengths of 
ime ranging from a few minutes to ten hours. 

The influence of temperature was investigated at 10° C and at 25° C with 
he aid of a microthermostat built along the lines of one described by THomas and 
IJENHUIS; this device was essentially a double-bottomed microscope slide through 
hich water of controlled temperature could circulate. The room temperature 
emained between 25° C and 26° C throughout the period of these investigations; 
he temperature in the bacterial culture was calibrated against the temperature 
f the circulating water with the help of a six junction copper-constantan thermo- 
pile built for the purpose. 

The influence of oxygen on the matching intensities in the divided field was 
observed both by introducing air bubbles into the observation cells and by noticing 
the results of accidental air leaks which occurred frequently (these microscopic 
leaks were easily detected by their attendant chemotactic accumulation patterns) 


‘To see whether the relative sensitivities of the bacteriochlorophyll and carotenoid 
systems varied with the intensity of illumination, the intensity in each half 
of the divided field was raised or lowered by the same factor and the effect on the 
match was observed. 

The influence of prior illumination with white light was examined using regimes 
ranging from three hours’ dark adaptation to one hour of strong light adaptation 
(ten inches from 100 watt lamp). 

Finally, the effect of simultaneous uniform illumination of the preparation during 
exposure to the divided field was investigated. This procedure amounted to aug- 
menting the illumination in each half of the field by the same amount. The super- 
imposed illumination was filtered and adjusted in intensity in such a way that it 
was equal to the light already present in one half or the other of the divided field. 
An examination of the stability of the intensity match under these conditions 
amounted to a test of the additivity, in their phototactic effects, of quantities of 
light absorbed by different pigment systems. 


The results of all of the investigations just described were negative; 
‘he match of intensities which suppressed phototactic accumulations did 
not vary by more than 3% under any of the changing conditions which 
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were applied. The two pigment systems, bacteriochlorophyll and caroten- 
oid, were either stable in their phototactic activity under these changes 
or were influenced in the same way and to the same degree; in either) 
case no distorting influence on the action spectrum should be expected. 

To interpret the present action spectrum and the one obtained by. 
ManvTen we are left, then, with the possibility discussed before that the 
sensitivity in the blue region is largely due to one or more highly active 
minor carotenoids which vary markedly in concentration from one strain 
of Rh. rubrum to another. Alternative to this view is the possibility that 
one or both of the action spectra were vitiated by an effect which we 
have not considered. It should be remembered that measurements of 
action spectra, made by different investigators, do show considerable 
variation; experience has shown that one should be cautious in atta 
ching great significance to such small maxima as are exhibited in the 
present action spectrum. : 


III. Growth in green light*. 


We have mentioned that experiments on the growth of Rh. rubrum 
in green light absorbed by the carotenoid pigments (450 to 570 my) 
have so far given negative results. The failure of this organism to grow 
in such light may have been due not to the relatively low effectiveness 
of the light but to its relatively low intensity under the experimental 
conditions employed (by ,,relatively’’ we mean in comparison with near- 
infra-red light, about 875 mu). Accordingly the following growth ex- 
periment was conducted: ; 


in Part B of Section IT, inoculated with Rh. rubrum. One bottle was placed in th 
dark, the second in white light (about three feet from a 100 watt lamp), the thir 
in filtered light absorbed almost exclusively by carotenoids (about 500 to 570 my), 
and the fourth in filtered light absorbed almost solely by bacteriochlorophyll 
(about 570 to 700 mu). The two fields of filtered light were obtained by means 
of CuCl, and Wratten Filters 61 and 23a, as described in the preceding section. 
Their intensities were adjusted to phototactic equivalence with neutral filters. 


Four glass-stoppered bottles were filled completely with the medium cna 


The culture maintained in the dark showed no growth after three days: 
In this time the cultures in filtered light reached maximal development, 
growing at approximately equal rates. The culture kept in white light 
was fully developed at the end of one day. 

We conclude that light absorbed by the carotenoid pigments of Rh. 
rubrum is capable of supporting photosynthetic growth of this organism, 
and that such light is as effective for growth as it is for phototaxis 
when compared with light absorbed by bacteriochlorophyll. 


> 


* The work described in this section was performed at the Hopkins Marine 
Station, Pacific Grove, Calif., during the tenure of a Merck Postdoctoral Fellowship. 
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IV. WEBER Law adherence. 
A. Method. 


The importance of checking ScHRAMMECK’s findings of the remarkable 

EBER Law adherence displayed by the phototaxis of Rh. rubrum has 
een discussed in Section I. The essential experimental procedure used 
n performing this check was the same as that used by ScHRAMMECK. 
he bacteria, prepared for observation in the same manner as was done 
n the action spectrum measurements, were exposed to a divided field 
f illumination one half of which was slightly brighter than the other. 
ollowing a three minute exposure the preparation was photographed 
nder uniform illumination to record the pattern of bacterial accu- 
ulation which persisted where the boundary of the divided field had 
een. The appearance of this accumulation pattern was thus studied in 


(Threshold) Tewee half darker. Lower a darker. Upper half darker. 
Fig. 5. Phototactic accumulation of Rhodospirillum rubrum at the boundary of a divided field 
of illumination. 

its dependence upon the intensities J, and J in the two halves of the 
field. It was found that below some value of J,— J (hereafter denoted 
ATI) there was no perceptible accumulation pattern. As AJ was increased 
the first manifestation of phototaxis appeared in the form shown in 
Fig. 5a; the boundary dividing the halves of the split field was bordered 
on the darker side by a narrow zone of reduced bacterial density. As AI 
was increased further a zone of increased bacterial density became ap- 
parent on the brighter side of the boundary (Fig. 56). Further increase 
in AI caused both zones to become wider and more pronounced until the 
extreme response was attained in which one half of the field was uni- 
formly much denser that the other half (Fig. 5c). The criterion chosen 
in defining the phototactic threshold was the first positive appearance 
of an accumulation pattern. 

In the course of a typical experiment the intensity in the left half 
of the field was maintained at J, — 290 erg/cm*sec while the intensity 
in the other half was given successive values J, less than Io, until a 
definite phototactic accumulation pattern could be observed. The inten- 
sity in the right half was then set at [) = 290 erg/cm? sec. and the left 
half was attenuated to lower values J in successive stages until a photo- 
tactic pattern appeared. Photographs were taken of the bacterial response 
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to all settings of J, and J, and the two threshold values of (Ih —D)/Ip 
were observed and averaged. The data for this experiment are shown 
in Table 3. The two threshold values of (I, —1)/Jj are seen to be 0.02 
and 0.04 respectively. Averaging these, we say that (AJ /Io)t, the threshold 
value of AZ/I,, equals 0.03 when J, equals 290 erg/cm?sec. The difference 
between the two values 0.02 and 0.04 probably arose because the two 
halves of the field were not perfectly matched when each was set at 
290 erg/cm’sec; the averaging eliminated this source of error from the 
final result. 
Table 3. Discrimination threshold for the phototaxis of Rhodospirillum rubrum. 


a 


I, erg/cm?sec | T, erg/em*sec Rr as et Phototaxis 

290 290 0 | es 

290 287 0.01 a . 
290 284 0.02 + (faint) 
290 281 | 0.03 | xe 

290 287 0.01 — 

290 284 0.02 | — 

290 281 0.03 — 

290, 278 0.04 ++ (faint) 
290 275 | | 0.05 + 


The threshold having been determined for one value of J,, the entire 
process was repeated at another level of intensity. The average prepara- 
tion could be used for four or five hours before its sensitivity began to 
deteriorate; in this time it was possible to cover three or four values 
of I, twice. 

Adherence to the WreBrr Law would require that the threshold value 
of AI/I, be constant as J, is varied; the results of this investigation were 
summarized in a plot of (AZ/Jo), against J). 


B. Instrumentation. 


The optical arrangement providing a divided field of illumination is shown’ 
schematically in Fig. 6. It was adapted to the layout of the dismantled mono- 
chromator, so that the components J, L,, L;, Ms, and S were the same as those 
shown in Fig. 1 and in the same locations (the 500 watt lamp, 7, was replaced by 
a 750 watt lamp). After leaving L, the collimated beam was deflected in an appro- 
priate direction by the mirror M,; it was next sent through a cooling cell W through 
which water was circulated. After leaving the cell W the beam entered a filter 
housing /; upon emerging from F it was divided into a right and a left half by a 
partition 0. The right and left halves of the beam were rendered uniform by a 
ground glass plate contained in /’, and their intensities would be reduced differen- 
tially by attenuating screens, also contained in F. The relative intensities of the 
two halves were controlled with greater delicacy by the intervention of two glass 
plates G; each plate could be rotated from a position normal to the beam to a 
position which formed an angle of 17.5° with the direction of the beam. The resulting 
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transmission by either plate ranged smoothly from 86% (at normal incidence) 
to 59% (at 17.5° to the beam). At this point in the system two uniform beams of 
light had been formed which could be controlled accurately in intensity, indepen- 
dently of each other. It was desired next to bring these beams into juxtaposition, 
separated by a sharp boundary, at the microscope stage. This was done by means 
of the offset mirrors M; their spacing was such that the central region dividing 
the two halves of the light beam was removed and the uniform portions of the 
divided beam were brought together. At the inner edge E of the forward mirror 
the twohalvesofthebeamwere = 

in close contact with each other Le — 

without appreciable gap or ye ‘“ 

overlap; by imaging this edge 
at the microscope stage a sharp 
boundary was obtained sepa- 
rating the halves of a divided 
field of illumination. 

The bacterial accumulation 
patterns were photographed 
with a Zeiss Contax camera 
which was mounted above the 
microscope stage. 


Fig. 6. Schematic diagram of system 
providing a divided field of 
illumination. 


C. Observations and Discussion. 


Before referring to a plot of (AZ/J)); against J, it would be well to 
discuss the manner in which the plot was obtained. In most cases the 
same bacterial preparation could be used for comparative threshold 
measurements at three or four values of J). In the middle intensity range, 
from about 100 to 1000 erg/cm?sec, there was little difference in (AZ/J)); 
from one preparation to the next. At lower intensities, at which the 
threshold value of AJ/I, began to rise, greater differences in sensitivity 
between different preparations became apparent. These differences be- 
came most pronounced at the absolute threshold intensity, at which 
(AZ/Iy); was equal to unity (half of the divided field was totally dark). 
This threshold intensity for discrimination between light and darkness 
varied about a mean value by a factor of about three from one prepara- 
tion of bacteria to another. At intensities higher than the middle range 
the value of (AJ/I,); rose as light saturation set in; here again different 
preparations began to vary widely in their phototactic sensitivities. 
As in the case of the absolute threshold intensity, the intensity at which 
saturation began to appear varied by a factor of about three around a 
mean value for different preparations. It was observed that a high 
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value of the saturating intensity was correlated with a high value of 
the absolute threshold intensity; differences in sensitivity of the bac- 
terial preparations appeared to be equivalent to changes in the scale of 
intensity, suggesting that the differences arose from variations in the 
quantum efficiency of the overall phototactic process. , 


In constructing a plot of (AZ/I,), vs. Ig it was necessary to fit together 
the results of experiments on different preparations of bacteria ha 
different phototactic sensitivities; the outcome of this pis 
presented in Fig. 7 along with a plot of the results obtained by ScHRAM- 
MECK. The data of three experiments in the middle intensity range were 
grouped together. A curve (solid line) drawn through these points was 
then extended through points representing two experiments, on pre- 


Io, meter candles (Schrammeck’ determination) 
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Ly, erg/om® sec (Present determination) 


Fig. 7. Threshold of discrimination vs. intensity of illumination for the phototaxis of Rhodo- 
spirillum rubrum, ——-— SCHRAMMECK’s determination. —————~ Present determination. 


parations having approximately equal sensitivities, covering the lower 
range of intensities. The same curve was extended in the higher range 
of intensities through the data of two experiments which entered the 
saturating intensity region. The preparations used in these two experi- 
ments were observed to have the same absolute threshold, within about 
20°, as the preparations used in the two experiments which covered 
the low intensity range. The complete curve, then, represents data on 
preparations having approximately equal sensitivities. An incomplete 
curve representing the data of one experiment is also plotted (dotted 
line). The preparation used in this experiment was unusually sensitive, 
having saturating and absolute threshold intensities which were lower 
by a factor of about 4 than the corresponding intensities for the average 
preparation. 

The curve representing ScHRAMMECK’s data (dashed line) shows two 
branches at the low intensity end; ScHRAMMEOK actually obtained data 
for four branches of which these two represent the extremes of sensiti- 
vity. In the region of saturation two sets of data were obtained by 


Studies in the phototaxis of Rhodospirillum rubrum. I. 123 


SCHRAMMECK, one for Rhodospirillum rubrum and the other for a Chro- 
matium species. The results were in sufficiently close agreement to be 
represented by a single curve at the high-intensity end of the plot. 

It is seen that the results of the present investigation differ from 
those of SCHRAMMECK in two ways: the range of I, over which the WEBER 
Law is followed is much smaller, and the sensitivity in the region of 
Weser Law adherence is somewhat greater (as indicated by a lower 
threshold value of AJ/J,). 

There are three general ways in which a curve of this sort might be 
distorted : 

1. Variations in the quantum efficiency of the overall phototactic 
process may occur. Such variations would be equivalent to changes in 
the scale of light intensity; in this case a logarithmic plot of (AZ/I); 
vs. I, would be shifted along the J, axis without being distorted. 

2. The observed phototactic sensitivity might be reduced, either 
through sluggish behavior of the bacteria or through poor observational 
technique. In this case the saturating intensity would be unaltered, but 
the absolute threshold intensity would be raised and the threshold, 
(AL/I,):, in the mid-region would be raised. Since the absolute threshold 
intensity would be brought closer to the saturating intensity, the range of 
Weser Law adherence would be curtailed. Such a possibility can be 
dismissed in the present case, because the smaller range of WEBER Law 
adherence found by the author was not accompanied by a greater thres- 
hold in the mid-region of intensity. 

3. The remaining possibility is that the saturating intensity, which 
depends upon the relative rates of ,,light“‘ and ,,dark*‘ processes within 
the bacteria, could vary greatly with the culture conditions and with the 
strain of bacteria employed. A reduced saturating intensity would cur- 
tail the range of Weser Law adherence without altering the shape of 
the low-intensity end of the ,,WrBrErR Law curve. We conclude that a 
lower saturating intensity was primarily responsible for the smaller 
range of adherence to the WEBER Law found in the present investigation, 
when compared with that found by ScHRAMMECK. 

Weare then led to the further conclusion that the present investigation 
did not reveal the greatest capacity for WEBER Law adherence latent 
in the phototactic response of Rhodospirillum rubrum. 

It is tempting to speculate that in other cases than the present one 
(in the case of visual intensity discrimination by humans, for example) 
a close adherence to the WrBer Law might be masked by the early 
onset of saturating influences, and that under some conditions a deter- 
mination of response vs. stimulating intensity might reveal a much 
higher saturating intensity and a more extensive Weser Law adherence 
than has been observed to date. 
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On the other hand, the results of the present investigation on Rh. 
rubrum might be considered to weigh against the prevalence of WEBER 
Law adherence, contradicting as they do one of the few known cases ¢ 
convincing adherence to this so-called law. 

Should further experiments reveal a more widespread occurrence of 
close adherence to the WEBER Law, its significance as a fundamental 
property of an irritable cell would still be open to question. It may be that 
a simple mechanism causing WEBER Law adherence is embodied in the 
structure of a cell, and that its discovery would be of considerable value 
in elucidating the problem of irritability. On the other hand, the approx- 
imate Werper Law adherence which has been observed in biological 
systems may be the result of a superposition of many physico- chemical 
factors which modify the relation between stimulus and response. Such ¢ a 
structure could develop as a result of many evolutionary modifications 
and could vary widely in its detailed nature from one type of living 
system to another. . 

Summary. 

1. An action spectrum for the phototaxis of Rhodospirillum rubrum 
was obtained; it was found that the predominant carotenoid pigment of 
Rh. rubrum, spirilloxanthin, absorbs phototactically active light. 

2. The photosynthetic growth of Rh. rubrum in light absorbed solely 
by carotenoid pigments was demonstrated. 

3. The remarkable adherence to the WEBER Law reportedly displayed 
in the phototaxis of Rh. rubrum was reinvestigated; an adherence over a 
much smaller range of intensities was observed than had been reported 
earlier. The masking, under certain conditions, of a potentially extensive 
WEBER Law adherence was discussed. 
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Studies in the phototaxis of Rhodospirillum rubrum. 
II. The relation between phototaxis and photosynthesis. 


By 
RODERICK K. CLAYTON *. 


With 14 figures in the text. 


(Hingegangen am 25. Mérz 1953.) 


The idea has been advanced by ManTeEn that the phototaxis of the 
purple bacterium Rhodospirillum rubrum (a reversal of swimming direc- 
tion resulting from an abrupt decrease in illumination) is dependent upon 
a sudden reduction in the rate of its photosynthetic metabolism. This 
hypothesis was supported by the similarity between the action spectrum 
for photosynthesis, obtained by THomas, and that for phototaxis, 
determined by ManTEn. Moreover, Tuomas and NisEeNnuUuIs have repor- 
ted that the saturating light intensities for photosynthesis and for photo- 
taxis are equal and vary in the same way under the influence of cyanide 
and of urethane. 

A prominent feature of phototaxis is accommodation: an abrupt 
decrease in light intensity is more likely to elicit a response than is a 
gradual decrease of the same magnitude. It is not probable, therefore, 
that the phototactic response depends simply upon a certain change in 
the “‘steady-state” rate of photosynthesis. To account for accommodation 
we should suppose, rather, that phototaxis is associated with a transient 
disturbance in the photosynthetic process, and that this. transient 
fluctuation must reach some threshold magnitude to evoke a response. 
Such a transient effect can occur at light intensities higher than that 
which corresponds to saturation for photosynthesis, as based on measure- 
ments of the steady rate. MANTEN’s hypothesis, when interpreted in this 
way, does not require that the saturating light intensities for phototaxis 
and for photosynthesis be equal. 

Although unaware of the foregoing considerations at the onset of this 
investigation, the author felt that a more thorough study of these 
saturating intensities was desirable. The one plot of photosynthetic rate 
vs. light intensity published by THomas and NiJsunuuts indicates that 
complete saturation was not attained at the highest intensity employed. 
Moreover, no mention was made of any correction for the attenuation of 
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light in penetrating the bacterial suspension. The data given by To 
and NisENHUIS on phototactic saturation show an abrupt break at a well- 
defined saturating intensity. On the other hand, the published curve of 
photosynthetic rate vs. light intensity levels off gradually at the higher 
intensities with no abrupt break. The inference is that different inten- 
sities prevailed in different parts of the bacterial suspension, and that the 
mean intensity was appreciably less than the incident intensity. : 

The present article describes simultaneous measurements of the satu- 
rating intensities for photosynthesis and for phototaxis of Rh. rubrum, 
made with the intention of gathering more significant data on the 
question. It was desired, furthermore, to investigate the influences of 
different media on these saturating intensities. It was found by vAN NIEL 
(1941) that the photosynthetic rate of Rh. rubrum in the presence of both 
acetate and propionate can, under special circumstances, be roughly the 
sum of the individual rates with acetate and with propionate. This 
observation, made under conditions of light saturation, indicated that the 
two substrates were oxidized through independent enzyme systems, and 
that the reactions of these substrates with their associated enzymes were 
the rate-limiting processes. It could be expected, therefore, that the 
saturating intensity for photosynthesis with the mixture of substrates 
would be the sum of the individual saturating intensities. If the photo- 
synthetic and phototactic processes are related in the intimate manner 
proposed by ManrTeEN, one might observe corresponding effects in the 
saturating intensity for phototaxis. 


I. Instrumentation and methods. 
A, Culture and experimental conditions of the bacteria. 


Rhodospirillum rubrum (Strain S-1, vAN Niet) was maintained in liquid cul- 
ture in the following medium: Yeast autolysate! 10%; sodium pyruvate 0.3%; 
KH,/Na,HPO, 0.01 M (px6.8); (NH,).SO, 0.1%; MgCl, 0.05%; CaCl, 0.01%; tap 
water balance. 

The cultures were grown at about 25°C, under continuous illumination, in cotton- 
plugged florence flasks filled to the neck (this strain of Rh. rubrum is notably 
tolerant toward oxygen). In some experiments these cultures were used without 
further treatment; in others the bacteria were centrifuged and resuspended in 
the above medium or in dilutions thereof. f 

In still other cases the bacteria were subjected to the following regime: A cul- 
ture grown for 24 hours in the manner described above was centrifuged and the 
cells were resuspended in an acetate-mineral medium, where growth was continued 
for 24 hours: Sodium acetate 0.005 M; (NH,).SO, 0.1%; MgCl, 0.05% ; CaCl, 0.01%; 
NaHCO, 0.03%; KH,/Na,HPO, 0.02 M (pu 6.8). 

After this the cells were centrifuged and resuspended in a weakly buffered 
substrate-mineral medium, with which the experiments were conducted: Sodium 


* Prepared according to the directions of S. ORLA JENSEN from commercial 


baker’s yeast; 10% yeast autolysate is roughly equivalent to 1% powdered yeast 
extract. 
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propionate 0.004 M; Sodium acetate 0.005 M (one or both); (NH,),SO, 0.1%; 
MgCl, 0.05%; CaCl, 0.01%; NaHCO, 0.03%; KH,/Na,HPO, 0.00067 M (ph 6.8) 
HCl 0.001 M. 

It was found that the ability of Rh. rubrum to utilize acetate and propionate 
varied markedly from one subculture to another, being suppressed by growth in 
yeast autolysate plus pyruvate and recovering during exposure to acetate. The 
sodium pyruvate was used in conjunction with yeast autolysate because of its 
remarkable influence.in stabilizing the py. Cultures grown in 10% yeast autolysate 
_ alone cause a change in py of the medium from about 7.0 to about 8.5. With 0.3% 
sodium pyruvate added the pg changes by not more than 0.2 units; usually from 
7.0 to about 6.8. This stabilizing influence permitted greater development of the 
cultures and caused the members of fully grown cultures to be more active photo- 
tactically. 


. 
om 


B. Instrumentation. 


Phototaxis of Rh. rubrum was observed by imaging a strip of light, surrounded 
by a darker field, in the plane of a suspension of the bacteria mounted on a micro- 
scope slide. A glass ring supported a cover glass on the slide, providing a disc- 
shaped cavity 1cm in diameter and 0.5 mm thick for the bacterial suspension. 
Vaseline was used to seal the slide, ring, and cover glass together. Phototactic 
accumulation of bacteria could easily be seen, when present, as a strip of greater 
bacterial density after three minutes’ exposure to the strip of light. 

The instrument which imaged a strip of light in the bacterial suspension is 
shown schematically, in vertical cross section, in Fig. 1. Light from a 500 watt 
projection lamp J was collimated by a condensing lens LZ, and sent through one or 
more attenuators A (ground glass plates, uniformly exposed photographic plates, 
and semi-transparent mirrors). The light then passed through Q, which was a 
semi-transparent mirror with the aluminum etched away at a central strip. This 
central strip transmitted 25% 
more light than the surrounding S 
area. The lens L,, an EASTMAN- < _— Le 9 
Aero-Ektar, imaged Q at B, the - jta { Vy 
plane of the bacterial suspen- / Agw / ” 
sion, via the water cell W, the 7 ayes be 
mirror M,andthestage S.Thus ig. 1. Schematic diagram of optical system for photo- 
a strip of light, 25% brighter taxis observations. 
than the surrounding area, was 
imaged in the bacterial suspension. The intensity of the entire field of illumina- 
tion was varied by the use of different combinations of attenuators A; phototactic 
saturation was determined by raising the intensity until phototactic accumulation 
of Rh. rubrum failed to occur. 

It will be remembered that the purpose of this investigation was a comparison, 
under specific environmental conditions, of the saturating light intensities for 
phototaxis and for photosynthesis. Consequently it was essential that photosyn- 
thesis measurements be conducted in an environment identical to that prevailing 
in phototaxis observations; ¢. ¢., in a chamber completely filled with a portion of 
the same bacterial suspension at the same temperature. It was desired also to use 
a thin chamber with flat bottom and top, so that the intensity of light could be 
determined accurately. These requirements precluded the use of WARBURG mano- 
metry and led to the design shown in Fig. 2; ten such units were built, to permit 
simultaneous measurements at different light intensities. 

A 100 watt lamp, a, was covered by a can, 6, with a hole drilled in its top; the 
size of this hole determined the intensity of light reaching the bacteria. After 


| 
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emerging from the hole, the light was diffused by a ground glass plate, c, and passed 
through a large hole in a can, d, which supported the system above it. A ground - 
glass plate, e, diffused the light further; an inverted Petri dish, /, prevented conden- 
sation of moisture on a crystallizing dish, g, which served as a water bath. In this 
bath a CARRELL tissue culture vessel, 7, which held the bacterial suspension, was 
supported on a coarse wire screen, h. A mirror, 7, above the vessel improved the 
uniformity of light throughout the suspension 
of bacteria. Water, entering the bath at k and 
leaving it at 1, was circulated at such a rate that 
its temperature was equal to the room tempe- 
rature (the colder incoming water was warmed 
by the lamp). By means of this arrangement the 
bacteria could be made to photosynthesize at 
well known intensities of illumination, under 
conditions essentially identical to those prevail- 
ing in the phototaxis measurements. = 
J 


Fig.2. Schematic diagram of illuminated bath for photo- 
synthesis measurements. 


C. Experimental procedures. 


In determining the saturating intensity for phototaxis, a preparation of 
Rh. rubrum was exposed for three minutes to a field of illumination con- 
taining a central strip 25°% brighter than the surrounding area, as describ- 
ed earlier. The preparation was then examined with the unaided eye, and 
the pattern of phototactic accumulation was noted. This process was 
repeated at successively higher intensities of the bright strip and its 
surrounding field until saturation was attained, as indicated by a failure 
of the phototactic accumulation pattern to develop. In recording the 
degree of phototactic accumulation a subjective index was used which 
ranged from zero (no accumulation) to ten (maximum accumulation), 
This method of recording was satisfactory because saturation appeared 
very abruptly as the intensity was raised. 


The saturating intensity for photosynthesis was found by determining 
the rates of photosynthesis at different intensities of illumination. Photo- 
synthetic rates were estimated by two different methods: 


1. The increase in density of a suspension of bacteria was followed 
turbidimetrically; the “growth rate’ thus determined was assumed, 
during exponential growth, to be proportional to the rate of photo- 
synthesis. This method was used with bacteria suspended in yeast 
autolysate-pyruvate medium, and in one experiment with cells suspended 
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in acetate and in propionate media. In general the growth in acetate and 
In propionate media was too slow and irregular to permit accurate 
estimations of photosynthetic rate. 


_ 2. The decomposition of acetate or of propionate by the bacteria was 

determined, the rate of utilization of substrate being taken as proportio- 
nal to the photosynthetic rate. When one mole of sodium acetate or 
propionate is decomposed, one mole of free alkali is released, the substrate 
being removed as acetic or propionic acid. In WarBuRG manometry, 
approximately one mole of CO, is then absorbed from the gas phase; in 
our experiments the rise in alkalinity of the suspension was measured and 
correlated with the amount of substrate decomposed. 

The following procedure was used in turbidimetric experiments: Ten 
tissue culture vessels were filled with a suspension of bacteria, prepared as 
described in part A of this section; the preparations for measuring photo- 
taxis were set up at the same time, using the same suspension. The 
vessels, completely filled and stoppered, were placed in their individual 
baths, exposed to different intensities of illumination. After four hours 
the turbidity of each preparation was measured, using a KLeTt-SUMMER- 
son Colorimeter with green filter. To determine whether or not the 
requirement of exponential growth was fulfilled, the turbidity of one 
preparation was measured at intervals of one hour; this sample was kept 
at the highest intensity of illumination used in the experiment. 

Experiments involving the measurement of alkalinity were performed 
as follows: Ten tissue culture vessels were filled with a suspension of 
bacteria in weakly buffered acetate or propionate medium. All ten 
vessels were first kept in daylight until they showed a definite pq rise, 
as measured with a BECKMAN py Meter. The vessels were then placed in 
their baths, at different light intensities, and the py was measured again 
after one or two hours. After this the vessels were again placed in daylight 
for 30 min and the px was measured once more, to check on the continu- 
ing activity of each preparation. The chief difficulty in this type of 
measurement is the rapid exchange of CO, with the air during measure- 
ments; with suitable standardization the method became remarkably 
sensitive and precise, permitting reliable measurements of photo- 
synthetic rate vs. light intensity. 


Il. Theoretical considerations and calibrations. 


A. The shape of the saturation curve. 


We shall assume that the rate of photosynthesis and of growth (when the cells 
are growing exponentially) is directly proportional to the light intensity! below 
a critical value J, (the saturating intensity), and is constant at all intensities greater 


1 By light intensity we mean an integration of contributions of all wave lengths 
present, weighted according to the photosynthetic effectiveness at each wave length. 
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7 
than J,. If there were no appreciable attenuation of light in penetrating a bacterial | 
culture, its exponential growth would follow the equations i 


do/dt = keI (I SI) 
doldt = kol, (I = 1) a 


where @ is the density of the culture (cell material per unit volume). Integration | 
of equation (1) gives A 

Ln (0/09) = ktL (I SJ.) | 
{ Ln (0/0) = ktl, (= 1;) (2b) 


where g, is the cell density at time t = 0. If growth were inappreciable during the | 
time of observation, the rate of substrate utilization would follow the equations ; 


Q@—Q@=kt (I <1.) (3a) 
Q%—@ = Ktl, (I = I) (3b) 


where Q, and Q are the concentrations of substrate at time zero and at time te 
Saturation curves with negligible attenuation of light would then have the form 
shown in Fig. 3. : 

Consider now the case in which light is attenuated as it penetrates the suspension 
of bacteria. In this case measurements of photosynthetic rate give a mean value 
of the rates for the individual bacteria. If the in- 
tensity of light incident on the culture is below 
saturation, the rate of photosynthesis for each bac- 
terium is proportional to the local intensity and 
the mean rate is proportional to the mean inten- 
sity. This mean intensity is given by the formula 


olde ' 
oi tana (4) 
f odv 


where g is the amount of photosynthesizing mate- 
rial per unit volume, J, is the intensity in the 
element of volume dv, and the integration is carried out throughout the vessel. 
Equations (2a) and (8a) then become 


Ln (0/09) = kt <I> (incident I < J,) (5a) 
and Q, —Q = k’t <I) (incident I < /,), (6a) 


where the left hand members are the observed mean values. If the intensity of light 
incident on the culture is so great that the intensity is above saturation throughout 
the culture, the rate everywhere is the same and equations (2b) and (3b) remain 


Lneident Intensity, I 


Fig.3. Idealized curve of growth rate 

or photosynthetic rate vs. light inten- 

sity when attenuation by the bacterial 
suspension is negligible. 


Ln (@/@9) (observed mean value) = ktJ, (least intensity > J,) (5b) 
and Q) — Q (observed mean value) = k’t/, (least intensity > J,). (6b) 


In the region of transition, where a saturating incident intensity is attenuated to 
values below saturation within the culture, the dependence of observed photo- 
synthetic rate on mean intensity is neither linear nor constant. In terms of observed 
mean rates and mean intensity, Fig. 3 now assumes the appearance of Fig. 4. 
Extensions of the two straight portions of the curve intersect at a mean intensity 
equal to /,. We have assumed that the mean intensity <7) does not change with time 
during the course of an experiment. This is not true; the mean intensity decreases 
slightly as the culture becomes more dense. The influence of this effect was found, 
however, to be insignificant in our experiments. 
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Our next task is to calculate the mean intensity <I> in the bacterial suspension. 
In all experiments the cells were distributed uniformly throughout the vessel. The 
geometry of the system is shown in Fig. 5. Incident light, after penetrating a layer of 
suspension, is returned through the suspension via a mirror. The coordinate x 
measures the distance from the bottom of the vessel to a point within the vessel. In 
view of the uniform distribution of cells and the symmetry of the system, equation 
(4) reduces to 


<P = fl,dex, (7) 
0 


where J, is the intensity at a depth x. I, is the sum of two components, the in- 
coming light and the light returned via the mirror. 


The attenuation of monochromatic light by a non-scattering solution is given 
ideally by 
DE = ets (8) 


where J is the incident intensity, J, is the intensity at a depth of penetration d, c is 
the concentration of light-absorbing solute, and « is the extinction coefficient. In our 
case we are dealing with white light and with a strongly scattering suspension. 
Nevertheless we shall use, as a first approximation, the form of equation (8), with an 
effective extinction coefficient which was determined experimentally. The validity 
of this approximation is supported by the fact that a fourfold dilution of a suspension 
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Fig. 4. Idealized curve of mean growth rate or photosynthetic rate vs. mean light intensity when 
attenuation by the bacterial suspension is appreciable. 


Fig. 5. Path of light through the culture vessel used for photosynthesis measurements. 
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of Rh. rubrum leads to a fourfold reduction in the density as measured on the 
Kuerr-Summerson OColorimeter; the calibration of this instrument involves 
equation (8). The ,,incoming“* part of J,, then, is given by Je“®’, where gs the 
density of bacteria and a is the effective extinction coefficient. The ,,returning part 
of I, consists of light which has penetrated a distance of 1+ (1—2), so that it is 
given by Je“°@-*), Equation (7) now becomes 


Dy = I [eee 4 e408 =) de, 
0 


OF! 5 


a =| (9) 


<I> is the mean intensity, J is the incident intensity, @ is the bacterial density, and a 
is a constant to be determined experimentally (the determination of this constant 
will be discussed presently). Plots of the observed increase of density or tate of sub- 
strate disappearance against <J> yield the saturating intensity, as shown in Fig. 4. 
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In practice the quantity taken for @) was not the initial density but the final 
density of a preparation kept in the dark; this choice compensated for changes in 
density not due to photosynthetic activity. 


B. Calibration of incident intensities. 


A comparison of the intensities employed in phototaxis and photosynthesis” 
measurements is complicated by the use of white light. Unequal attenuation, at_ 
different wave lengths, by the bacterial suspension was compensated by the use of an | 
experimentally determined effective extinction coefficient. However, the incident 
light in the photosynthesis measurements did not have the same spectral composition 
as the light used in the phototaxis measurements, since two different types of lamp 
were employed. To compare the effective intensities in the two cases it was necessary, | 
then, to use Rh. rubrum as a photometric device. Accordingly the intensities were 
calibrated in the following manner: The intensity of the illuminated field used in 
phototaxis measurements was determined, with all combinations of attenuators, by 
means of a photographic exposure meter. The various intensities in the phototaxis 
field (bright strip) were found to be 3.2, 11.5, 23, 38, 60, 100, 160, 200, 275, and 
425 foot candles. The intensities incident on the photosynthesis vessels were then — 
measured with the same meter; the readings of the meter were 17, 30, 38, 60, 110, 
180, 260, and 330 foot candles. A correction was then determined which would make ; 
these values comparable, as far as the bacteria were concerned, to the values in the 
phototaxis field. Vessels containing a suspension of the bacteria were placed in the ~ 
dark, in the phototaxis field set at 60 foot candles, and in three of the photo-— 
synthesis baths set at 38, 60, and 110 foot candles. The results of six hours’ growth 
are shown in Table 1. 


Table 1. Explanation in text. 


Vessel Ln (@/e.), 6hrs} Ln (e/e.) +I Adjusted I 
phototaxis field, 60ft.c. ...... 0.136 0.00227 
photosynthesis bath, 38 ft.c. . . . . 0.055 0.00145 25 
photosynthesis bath, 60ft.c. . . . . 0.089 0.00148 39 
photosynthesis bath, 110 ft.c.. . . . 0.164 0.00149 71 


The quotient Ln (@/@9) + J was averaged for the three samples in photosynthesis 
baths, yielding the figure 0.00147. The incident intensities in the photosynthesis 
baths were then adjusted by the factor 0.00147/0.00227, making them consistent 
with the intensity of the phototaxis field on the basis of these growth measurements. 
Adjusted intensities in the photosynthesis baths were 11, 19, 25, 39, 71, 116, 168, 
and 214 foot candles. 


C. Determination of the effective extinction coefficient. 


The extinction coefficient in equation (9) was determined by comparing the 
curves of growth vs. intensity for suspensions having two different densities of 
bacteria. Cells were grown, centrifuged, and resuspended in yeast autolysate- 
pyruvate medium in two batches having different densities. Both suspensions, made 
from the same crop of cells, showed the same phototactic saturating intensity 
(200 ft. c.) and were assumed to have the same photosynthetic saturating intensity. 
Their growth at different intensities in the photosynthesis baths is shown in Fig. 6 
(note that the abscissa represents incident intensity; <J> is not yet known). The 
incident intensity for which <Z> corresponds to saturation (<I> = I,) was found to 
be 43.5 ft. c. in one case and 73 ft. c. in the other. Taking equation (9) into account, 
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with g@ = 108 and 493 respectively, we have 


1— e-2¢- 108 
oh Shen 43E 5 pe es 
ipaiAy.5) a: 108 
and 
1 e522 - 493 
Th a 
2 = (73) a: 493 


for the two cases. Solving these equations for « by eliminating J,, we obtain « = 
0.0016. For this experiment equation (9) then yields <Z> = 1.00 J (dense suspension) 
and <I> = 1.68 J (dilute suspension); J, = 73 ft. c. (both suspensions). The curves 
of Fig. 6, in terms of <I> instead of J, are shown in Fig. 7; all subsequent data will be 
presented in this way. 
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Fig. 6. Curves of growth rate vs. incident light intensity for dilute and dense suspensions 
of Rhodospirillum rubrum. 


Fig. 7. Curves of growth rate vs. mean light intensity for dilute and dense suspensions 
of Rhodospirillum rubrum. 


D. Calibration of pp measurements. 


The change in pg resulting from a given amount of substrate decomposition was 
determined as follows: The third medium described in Part A contains, initially, 
0.005 M sodium acetate (or 0.004 M sodium propionate) and 0.03% (0.00357 M) 
sodium bicarbonate, in addition to other constituents. If all of the acetate is assi- 
milated by the bacteria in the form of acetic acid, the 0.005 mols of sodium acetate 
in a liter of suspension will be converted to 0.005 mols of NaOH. In addition, it was 
found by van Nret (1944) that the assimilation of one mol of acetic acid by Rh. 
rubrum is accompanied by the liberation of about 0,2 mols of CO,. The changes in the 
composition of the medium resulting from complete utilization of acetate will then be: 

1. Conversion of 0.005 M NaAcetate to 0.005 M NaOH. 

2. Appearance of 0,001 M CO,. 

Combining these effects, we have 0,005 M NaAcetate — 0.004 M NaOH + 0.001 M 
NaHC0O,, so that the medium contains initially 0.005 M NaAcetate + 0.00357 M 
NaHC09, and finally 0.004 M NaOH + 0.00457 M NaHCO . When half decomposed 
the medium contains, aside from the constituents excluded in this discussion, 
0.0025 M NaAcetate + 0.002 M NaOH + 0.00407 M NaHCO,. In this way the 
essential constitution of the medium in any stage of decomposition can be predicted. 
When the substrate contains propionate our considerations are changed only by the 
fact that the utilization of one mol of propionic acid is attended by the assimilation 
of about 0.3 mols of CO, (van Nrzx, 1944), rather than the liberation of 0.2 mols of 


CO,. 
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To correlate alkalinity with substrate decomposition, solutions were made up on 
the basis of the foregoing calculations and their py was measured. The results of these 
measurements are shown in Fig. 8, in which the position of the zero on the abscissa is 
arbitrary. It should be remembered that the reference to ,,substrate decomposed‘ in 
Fig. 8 is based on assumptions as to the exact constitution of the medium in which 
the bacteria are suspended. The medium used in this calibration and in experiments 
involving py measurement is the third one 
listed in Section I, Part A. 

The technique of py measurement was 
compared directly with WARBURG mano- 
metry as follows: One portion of a sus- 
pension of Rh. rubrum in 0.005 M ace- 
tate medium was placed in tissue culture 
vessels, which were completely filled and 
stoppered; another portion was bubbled 
with N, + 5% CO, and placed in WARBURG 
vessels in which the gas phase was also 
N, + 5% CO,. All of these vessels were 


ae 
pomol/m 


Substrate Jecomposed 


Fig. 8. Curves of pq vs. substrate decompo- 
sition by Rhodospirillum rubrum in weakly 


placed in the same WaArBuRG bath, expo- 
sed to an intensity of illumination which 
was well above saturation for photosyn- 


buffered acetate and propionate media. thesis. Substrate was added to all vessels 


simultaneously and the decomposition of 
acetate was followed by the two methods. Results are shown in Fig. 9 (here, as in 
Fig. 8, the reference to ,,acetate decomposed“ implies an assumption relating dis- 
appearance of acetate and CO,). Conditions in the two types of vessels differed in two 
ways. First, the ppremained roughly con- 
stant in the WARBURG vessel because of 
the continuous uptake of CO,; in the tis- 
sue culture vessels the pprose from about 
6.8 to 8.0. This accounts for the steady 
decline of photosynthetic rate in the tis- 
sue culture vessels. Second, bubbling of 
the suspension, at py 6.8, with N, + 5% 
CO, removed most of the bicarbonate 
from the portion which was placed in the 
WARBURG vessels, since 5% of one at- 
mosphere is less than the equilibrium 
pressure of CO, above an aqueous solu- 0 
tion at this py. As a result, the photo- 
synthetic rate in these vessels was very 
low until bicarbonate had been replaced 
from the gas phase. This is in accord with 
vAN Nigv’s (1941) observations on the rate of photosynthesis of Rh. rubrum in the 
presence of acetate and varying concentrations of bicarbonate. When these two 
effects are taken into account, the agreement between the estimation of photo- 
synthesis by py determinations and by WarBuRG manometry is excellent. 
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Fig. 9. Course of acetate decomposition by Rhodo- 
spirillum rubrum, determined by measurement of 
prHand by manometric measurement of CO, uptake. 


III. Observations. 
Detailed data for an experiment in which photosynthesis was measured 
by px determinations are presented in Table 2. Cells were grown for 
24 hours from a 10° inoculum in yeast autolysate-pyruvate medium, 
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_ resuspended and maintained for 24 hours in well buffered 0.005 M acetate 
medium, and then divided into two portions. One portion was resuspend- 
ed in weakly buffered 0.005 M acetate medium; the other in weakly 


Table 2. Data yielding saturating light intensities for photosynthesis and phototaxis 
of Rhodospirillum rubrum. 


' ‘ A acetate, A acetate, (net) 
Z I> Py, 80 min DH, 90 min yvmol/ml hr Pastel ~ 
Acetate: 
0 0 7.01 6.97 —0.09 0 

25 33 7.00 7.02 0.05 0.14 

39 52 7.00 7.07 0.14 0.23 

71 95 7.00 7.08 0.16 0.25 
116 155 7.01 7.08 0.14 0.23 
168 | 225 7.02 7.10 0.15 0.24 

Acetate plus propionate: 
0 0 6.98 6.94 —0.08 0 

25 33 6.99 7.02 0.07 0.15 

39 52 7.00 TAO 0.14 0.22 

71 95 7.00 7.09 0.18 0.26 
116 155 7.01 FAM 0.19 0.27 
168 225 7.02 7.11 0.17 0.25 

Acetate: Acetate plus propionate: 
hototacti 5 phototactic 

time I See time f accumulation 

1319 21 5 1341 21 10 

1322 38 3 1345 38 10 

1326 60 0 1350 60 0 

1334 160 0 1359 160 0 

1550 21 10 1546 21 10 

1558 38 10.4 1554 38 5 

1606 60 y, 1602 60 0 

1610 100 0 


buffered 0.005 M acetate plus 0.004 M propionate medium. Both sus- 
pensions were brought to a density of 270 as measured on the Kierr- 
SummeErson Colorimeter (green filter), and placed in tissue culture 
vessels. Phototaxis preparations were set up at the same time. After 
30 min in daylight the contents of each vessel were examined with a BECK- 
MAN pu Meter; the px of each sample was found to be about 0.06 units 
greater than that of a control kept in the dark. After one hour in the 
photosynthesis baths, the py of each sample was measured again. Once 

more the vessels were exposed to 30 min daylight; as a result the px of 
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each sample again rose about 0.06 units. The substrate decomposition 
corresponding to the py change during one hour in the photosynthesis 
bath was determined for each sample. A net value was obtained by sub- 
tracting the change shown by a sample kept in the dark; this procedure 
compensated for non-photosynthetic pu changes. In this experiment the 

photosynthetic rate with 


Acetate + Propionate acetate plus propionate was 
the same, within the accu- 

° Acetate racy of measurement, as the 

rate with acetate alone. It 


was concluded that the uti- 
lization of propionate was 
negligible. | 

Table 2 also shows the 
phototaxis data; thelight in- 


0 50 700 150 200 Zo tensity saturating for pho- 


(1), Fre totaxis was determined, by 


Fig.10. Photosynthetic saturation curves, rate of substrate interpolation between suc- 
decomposition vs. light intensity, for Rhodospirillum . N 
rubrum (Experiment 10). cessive measurements, to 


be 55ft.c. with acetate and 
50 ft.c. with acetate plus propionate. Saturation curves, drawn from the 
data of Table 2, are shown in Fig. 10. The saturating intensities for photo- 
synthesis are seen to be 54 ft. c. (acetate) and 57 ft. c. (acetate plus pro- 
pionate). 
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Fig.12. 
Fig. 11. Photosynthetic saturation curves for Rhodospirillum rubrum (Experiment 11). 


Fig. 12. Photosynthetic saturation curves for Rhodospirillum rubrum (Experiment 7). 


Saturation curves for other experiments are shown in Fig. 11-13. Fig.11 
represents an experiment employing py measurement with propionate 
and with acetate plus propionate. Fig. 12 represents a similar experiment 
with acetate and with propionate. Fig. 13 represents an experiment in 
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Fig.13. Photosynthetic saturation curves, rate of 
growth vs. light intensity, for Rhodospirillum rubrum 
(Experiment 1). 


Fig.14. Comparison of saturating intensities for photo- 
taxis and for photosynthesis. 
0 50 700 750 


Ls, Photosynthesis 


Table 3. Saturating light intensities for photosynthesis and phototaxis 
of Rhodospirillum rubrum under various conditions. 


Expt. T; (taxis 
N A : Method Substrate gan nce ee jepaey 
la growth | 10% yeast autolysate, 
0,3% sodium pyruvate 230 80 2,9 
Ib growth | 1% yeast autolysate, 
0,03% sodium pyruvate 50 36 1.4 
2 growth | 3,3% yeast autolysate, 
0,1% sodium pyruvate 70 57 1.2 
3 growth | sameasExpt.la. .. . 200 UBIet eh Peat 
4 growth | sameas Expt.la.... 230 104 2.3 
5 growth | sameas Expt.la. .. . 250 122 2.0 
6a growth | 0,0167M Naacetate . . 40 47 0.85 
6b growth | 0,0135 M Na propionate . 220 45 4.9 
Va PH 0,005 M Na acetate. . . 50 id 0.65 
: 7b pH 0,004 M Na propionate . 240 43 5.8 
| 8a pu 0,005 M Na acetate. . . 50 56 0.89 
8b PH 0,004 M Na propionate . 250 38 6.6 
9 PH 0,005 M Na acetate. . . 50 52 0.96 
10a PH 0,005 M Na acetate. . . 55 54 1.0 
10b pH 0,005 M Na acetate, , 
0,004 M Na propionate . 50 57 0.88 
lla PH 0,004 M Na propionate . 230 77 3.0 
1llb PH 0,005 M Na acetate, 
0,004 M Na propionate . 230 82 2.8 
| 


| 


7 
7 
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which growth was measured, using yeast autolysate-pyruvate medium 
and a tenfold dilution thereof. 

The results of all experiments are summarized in Fig. 14, in which the 
saturating intensity for phototaxis is plotted against that for photo- 
synthesis. Table 3 summarizes the nature of each experiment; the 
number in the first column of Table 3 appears next to the appropriate 
point in Fig. 14. q 

Discussion. 

We see from Fig. 14 that the ratio of saturating intensity for photo-— 
taxis to that for photosynthesis depends markedly upon what substance | 
serves as hydrogen donor for the photosynthetic process. In the presence 
of acetate the ratio is in the neighborhood of unity, while with propionate 
the ratio is about four. If both acetate and propionate are present mT 
ratio is again about four, provided that both substrates are being utilized. 
If one of the two substrates is not being oxidized it has no apparent effect 
upon the saturating intensity for phototaxis; the ratio of saturating inten-— 
sities then corresponds to that in the presence of the other substrate alone. | 

At this point one might ask whether the rate of decomposition of sub- 
strate is a proper index of the rate of photosynthesis, when the effects of 
different substrates are compared. It may be that the oxidation of one 
mole of propionate leads to a greater transfer of hydrogen than does thel 
oxidation of one mole of acetate, and thus enables more CO, (or its” 
equivalent) to be reduced photosynthetically'. The rate of photosynthesis — 
in the presence of propionate might then be much greater than that in 
the presence of acetate, when each substrate is utilized at the same rate. | 
That this is not the case is indicated by the fact that acetate and pro-— 
pionate are utilized at roughly the same rate when the light intensity is 
low; 7. €., when the rate of photosynthesis is limited by the number of 
light aia absorbed per second. Moreover we are concerned not with 
the rate but with the saturating intensity for photosynthesis; this will | ; 
equal the saturating intensity for substrate utilization in any case. 

We find, then, that the saturating intensity for phototaxis is influenced - 
markedly by the nature of the substrate which serves for photosynthesis; _ 
this is in accord with MantrEn’s hypothesis that photosynthesis and — 
phototaxis are closely related. However, we find that the saturating — 
intensity for phototaxis is either roughly equal to or much greater than | 
that for photosynthesis; this is in agreement with the idea, dictated by 
the necessity of accounting for accommodation, that the phototactic — 
response depends not upon a change in the “steady-state” rate of photo- 
synthesis but upon a transient disturbance in the chain of reactions 
which comprise photosynthesis. 


* For a detailed treatment of the mechanism of photosynthesis in purple bacteria 
see C, B, van Nrev, American Scientist 87, 371 (1949). 
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The striking effect of propionate upon the saturating intensity for 
phototaxis suggests that the transient change which is important in the 
mediation of phototaxis is localized in the region of substrate oxidation, 
This idea is strengthened, and ManreEn’s hypothesis is supported con- 
vineingly, by a consideration of the aerotaxis exhibited by Rh. rubrum 
(unpublished observations by the author )}. 

_ Ifan air bubble is introduced into an illuminated culture of Rh. rubrum, 

the bacteria withdraw from the region around the bubble; the pattern of 

this withdrawal is established as rapidly and as decisively as is the photo- 
tactic pattern of withdrawal from a dark region. This effect can be 

explained if we suppose that oxygen competes, for the hydrogen trans- 
ferred from the substrate, with an oxidizing substance involved in photo- 
synthesis. In that case oxygen inhibits the rate of photosynthesis, and 
either a rise in oxygen concentration or a sudden decrease in illumination 
might produce the type of transient disturbance necessary for a tactic 
response. 

If Rh. rubrum is maintained in the dark, under aerobic conditions, it 
pursues an oxidative metabolism in which the exergonic oxidation of the 
substrate, by oxygen, provides energy for the reduction of CO, (or its 
equivalent) to cell materials. The same substrates which serve in photo- 
synthesis are suitable for the oxidative metabolism; the essential 
difference between the two processes is that in the former the required 
energy is absorbed as light, and oxygen is either inactive or inhibitory, 
while in the latter oxygen serves as a source of energy, and its presence is 
essential to the synthetic process. If one introduces an air bubble into an 
illuminated culture of Rh. rubrum, causing the bacteria to withdraw from 
the bubble, and then places the preparation in the dark, the pattern is 
soon reversed: bacteria congregate about the bubble, in the same way 
that they congregate phototactically in a spot of light. Under these con- 
ditions the tactic response is associated with a decrease in oxygen con- 
centration, which corresponds to a decrease in the rate of oxidative meta- 
bolism, just as the phototactic response is associated with a decrease in 
illumination which corresponds to a decrease in the rate of photosynthesis. 

The foregoing considerations again direct our attention toward the 
oxidation of the substrate when we speculate as to the location of the 
interaction between metabolism and taxis; furthermore they support 
the hypothesis of ManTEN that the mediation of phototaxis is, indeed, 
related to the pathways of photosynthesis. It is hoped that a thorough 
study of the influences of light and oxygen upon photosynthesis and 
upon oxidative metabolism, coupled with observations of tactic be- 
havior, will provide more information on this subject. 

1 Rarlier interpretations of aerotaxis mentioned by the author (Thesis, Pasadena, 


1951) were vitiated by a failure to account for or to suppress fermentative metabolism. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd.19. 10 
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Summary. 


1. Simultaneous determinations were made of the saturating inten-. 
sities for phototaxis and for photosynthesis of Rhodospirillum rubrum. 
The values of these intensities were found to be unequal in general, and’ 
their ratio was found to vary widely under different environmental. 
conditions. 


2. Some observations on the aerotaxis of Rh. rubrum are described. 


3. The foregoing observations are discussed in connection with Man- 
TEN’s hypothesis relating phototaxis to a decrease in the rate of photo- 


synthesis; the validity of this hypothesis is supported. 
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Studies in the phototaxis of Rhodospirillum rubrum. 
IL. Quantitative relations between stimulus and response. 


By 
RODERICK K. CLAYTON*. 


With 23 figures in the text. 
(Eingegangen am 25. Mérz 1953.) 


The present article describes quantitative investigations of the photo- 
tactic response of Rhodospirillum rubrum, undertaken to provide more 
information on the nature of biological irritability. In particular, we 
wish to determine whether a knowledge of details in the chemical medi- 
ation of phototaxis is likely to be of value in elucidating the chemical 
reactions involved in other cases of irritability (for example, the visual 
processes of animals). Let us begin by reviewing briefly a few properties 
which seem to be characteristic of living irritable systems. 

1. The “all-or-none” nature of the response: The magnitude 
of the response, when it occurs, is independent of the strength of the 
stimulus. The latter acts as a trigger, its energy serving only to initiate 
a sequence of activities in the organism culminating in a response. The 
energy released in the response is derived from metabolic activity of the 
organism. 

2. Therefractory period: After a response, the organism is unable 
to respond to another stimulus for a certain period; this interval is 
necessary for recovery. 

3. Accommodation: A stimulus which reaches its full strength 
quickly is more effective than a slowly increasing stimulus in eliciting a 
response. Evidence to date indicates that a stimulus initiates not only 
an excitatory process but also a secondary process which opposes exci- 
tation. A response will occur only if the excitatory process is well ad- 
vanced before the inhibitory effect becomes appreciable; an abrupt 
stimulus favors this condition. 

Having considered some general aspects of irritability, let us turn to 
the well known and exhaustively studied example of the nerve fiber. 
This outgrowth of a single cell can be stimulated by passing an electric 
current through its external membrane; a response is elicited either by 


* Present address: U.S. Naval Postgraduate School, Monterey, Calif. 
10* 


~ © one 


142 R. K. Cuayton: 


the onset of an outward-flowing (cathodal) current or by the cessation — 
of an inward-flowing (anodal) current. The response is indicated by a 
wave of electrical negativity which progresses across the surface of the 
fiber, away from the point of stimulation. The magnitude and speed of | 
propagation of this disturbance are independent of the ateenens of the 
stimulus; thus it displays the characteristic ‘“‘all-or-none” property. Im- 
mediately after a response, an absolutely refractory period can be ob- 
served during which the strongest stimuli fail to excite the fiber; this 
is followed by a period during which the threshold for excitation (the 
least stimulus which will lead to a response) declines to a minimal valu 
which indicates complete recovery of the fiber. Accommodation is see 
in the low effectiveness of a stimulating current which is built up gra- 
dually, when compared with that of an abrupt stimulus. It is also mani- 
fested by the refractory condition which can be detected in a nerve 
fiber after a subliminal stimulus. : 

Progress in nerve research began with the detection and measurement 
of the foregoing effects through determinations of the threshold values 
of pulses and pairs of pulses of stimulating current; the variable para- 
meters were strength, duration, and “‘shape’’ of the pulse. Schemes, 
involving the formation and dissipation of hypothetical excitatory and 
inhibitory substances, were then devised to account for these data. In 
1932, Buarr presented a “‘one-factor’ theory, in which an excitatory 
process alone was postulated; accommodation was supposed to result 
from dissipation of the excitatory effect. It became apparent that an 
additional process, inhibitory in nature, would have to be invoked to. 
account satisfactorily for some aspects of accommodation; Hizn and 
RASHEVSKY were thus led to propose similar ‘two-factor’ theories. 
The theories of H1t and of Rasurvsky have been as successful as any 
in accounting for the numerical data relating stimulus and response. 
Finally, a thorough electrochemical study of the nerve fiber has been 
pursued with the aim of gaining more specific information on the pro- 
cesses involved in excitation. 

It is hoped that the study of systems other than nerve fibers will help, 
to elucidate the nature of irritability, both by checking the generality of 
the results of nerve research and by revealing the limitations which must 
be imposed upon a theory of sufficient generality to embrace a wide 
variety of irritable structures. The purple bacterium Rhodospirillum 
rubrum is well suited to this purpose. Its phototactic response, a reversal 
of swimming direction, is easily observed and is unmistakeably of an 
all-or-none character. The stimulus, a decrease in the intensity of light 
reaching the bacterium, is easily controlled and defined in terms of 
energy. The effects of refractoriness and accommodation can be de- 
monstrated readily by simple microscopic observations. 
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I. Theoretical considerations. 


A. The Nature of the System. 


We shall assume that Rhodospirillum rubrum contains an irritable 
mechanism giving rise to the characteristic effects discussed in the last 
section, upon which are superimposed various accessory mechanisms 
adapting the system to the function of light perception. To be studied 
effectively, the basic irritable mechanism must be isolated, freed of any 
obscuring influences of the accessory processes. Thus we are led to the 
necessity of a detailed study of the constitution and activities of the or- 
ganism. In addition to delineating the (assumed) irritable mechanism by 
identifying its accessories, such a study might provide valuable informa- 
tion on the manner in which these components of the system are related. 

The foregoing paragraph will be clarified by a consideration of vision 
in higher animals. The following sequence of events is known to occur 
in this case: 1. Absorption of light by a pigmented receptor cell. — 
2. Chemical changes in the visual pigment system. — 3. Electrical effects 
in the neighborhood of the receptor cell. — 4. Excitation of an optic 
nerve fiber. — 5. Excitation of an effector system via a sequence of 
connecting nerve cells. 

Here the pigment system appears to be an accessory device which 
changes light into a suitable (probably electrical) stimulus for a nerve 
fiber, in which an irritable mechanism resides. Excitation of one nerve 
fiber then leads to stimulation of the next; in this way an effector cell 
can ultimately be stimulated (the complication of convergent, divergent, 
and cross-connecting nervous pathways is omitted here). As far as irri- 
tability is concerned, one nerve fiber is as suitable for study as another, 
since each displays the fundamental properties of an irritable cell. The 
point we wish to make clear is that the processes peculiar to light recep- 
tion and to effector organs, while interesting in themselves, should not 
be confused with the basic irritable mechanism. 

When the eye of any of a variety of animals is exposed to a pulse 
of light, fibers of its optic nerve can be found which respond either to 
the onset or to the termination of the pulse, or to both; these types of 
response are denoted ‘‘on”, “off”, and “‘on-off”; respectively. These 
different responses might result from differences in electrical polarity 
arising at the junctures of successive cells, so that the fiber under obser- 
vation might receive either a cathodal (“‘on” fiber) or an anodal (“‘off” 
fiber) stimulus. We mention this because of the striking similarity bet- 
ween the phototaxis of Rh. rubrum and the “off” response in visual 
systems of higher animals. 

We assume, then, that through the pigment system of Rh. rubrum a 
decrease of light intensity leads to a suitable (perhaps electrical) stimulus 
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for an irritable system, and that the excitation of this system leads to 
a phototactic response, The separation of the photoreceptive system 
from the primary irritable mechanism is evidenced by the existence of 
a chemotactic response, similar to the phototactic one, which is elicited 
by a change in concentration of any of a wide variety of chemicals, 
notably oxygen. 

If we are to compare data for phototaxis with data for nerve exci- 
tation we must make some assumption relating the initial stimulus, 
light, to the immediate stimulus of the basic irritable system in Rh. 
rubrum. In the absence of definite information we shall assume a pro- 
portionality between light quanta and ions, electrons, or whatever par- 
ticles constitute the stimulus of the irritable system. Such a correspon- 
dence can be expected to break down at high light intensities, due to 
saturation of the pigment system. If we employ light intensities which 
are below the saturating value for phototaxis, then, we shall regard 
intensity of illumination as proportional to the stimulus of the irritable 
system. We shall also assume that each excitation of this system leads 
to an observable phototactic response. ; 


B. RasHevsky’s Theory of Excitation. 

In analyzing the results of our investigations, and in comparing the 
outcome of our analysis with the kinetics of nerve excitation, it will 
be convenient to refer to some hypothetical mechanism. The predictions 
of such a working hypothesis will serve both as a yardstick for the 
comparison of data and as a guide for the selection of useful experiments. 
In choosing this hypothesis we must keep two facts in mind: 

1. The phototactic response of Rh. rubrum exhibits a close adherence 
to the WreBEer Law when the saturating light intensity for phototaxis 
is not unusually low. The liminal decrease in light intensity is a constant 
fraction of the initial intensity for values of the latter covering usually, 
a range of a hundredfold or more (CLayToN, 1953a). While the source 
of this effect may lie in the photoreceptive system, it would be desirable, 
although not essential, to choose as our working hypothesis a mechanism 
for irritability which predicts adherence to the WEBER Law. 

2. The phototactic response is elicited only by a decrease in illumi- 
nation, as is the excitation of an “off” fiber in the optic nerve of a ver- 
tebrate; the role of light is analogous to that of an anodal current in 
nerve excitation. 

We have mentioned that the theories of H1in and of RASHEVSKY are 
in comparatively good agreement with the data describing the kinetics 
of nerve excitation. These closely similar theories give exactly the same 
predictions, as was shown by Orrner, of intensity-time relations for 
a threshold stimulus. The form developed by RAsHEVSKY is better suited, 
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however, to a treatment of the anodal stimulation of nerve, so that we 
shall prefer it as a frame of reference for the description of phototactic 
excitation. As we shall see, RaSHEVSKy’s theory predicts adherence to 
the WEBER Law. 

In the following account of RasHnvsky’s theory we adopt a change 
of notation; the symbols ¢ and j are redesignated s and i respectively. 
The quantity J denotes the intensity of illumination of Rh. rubrum, 
rather than the strength of an electric current applied to a nerve fiber. 

The theory assumes the existence of two substances or effects, one 
excitatory and one inhibitory. Their concentrations or magnitudes are 
denoted by s and i respectively; in the resting condition of the cell s 
and 2 assume the constant values s, and i). Under stimulation, s and i 
are formed at rates proportional to the intensity of the stimulus; they 
are dissipated at rates proportional to their excess over the resting 
values. The differential equations describing s and 7 are therefore 


ds/dt = KI —k (s—sy) (1) 
difdt = MI —m(i—i), 
where K,k, M, and mare constants. The criterion for excitation is s > 7; 
as long as 7 exceeds s the system will not exhibit a response. The steady- 
state values for s and 7 under constant illumination J, obtained by 
equating ds/dt and di/dt to zero, are 
K Sats M 
sit Ea rad and P= +d. (2) 
Since the system responds only when J changes, the steady-state value 
for s must be less than that for 7 at all values of J. From eqn. (2) we 
therefore require s, < % and K/k < M/m. The general solution of (1), 
for the case of a constant value of J established at the time ¢ = 0, is 


S—8) = = I(l—e™) + (8, — 89) eo * 5 
i iy =F Te) + 4) ™, 


where s, and 7, are the initial values of s and 7. 
Let us consider the case in which the intensity of illumination is zero 
(corresponding to total darkness) for > 0; then eqn. (3) has the form 


$— 8 = (5, — 5) e* 
If, prior to t = 0, the system had attained a steady state under a 
constant illumination J,, the initial values s, and 7%, are given by 
eee Sy 27, and 2; = % + a I). Substitution of these values into the 


foregoing special case of eqn. (3) then yields 


ote ene 
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Equations (4) and the corresponding physical situation are depicted in | 
Fig. 1, for the case m > k. We see that in this case 7 begins to decrease } 
more rapidly than s when I becomes zero; excitation occurs when the 
ACTIVITIES two curves intersect (i = s). If! 
BE ee es m <k, i decreases more slowly ' 
than s after a reduction of J; in 
this case the curves cannot inter- | 
sect and excitation will not occur, 
Thus we require m > kas well as | 
M/m > K/k, which leads to the. 
further requirement that M > K, 
Detailed solutions of eqn. (3), 
yielding predictions of the condi- 
tions necessary for excitation, will 
be described in connection with 
each type of experiment perfor- 
med. The patterns of stimulation 
(changes of illumination) used in 


N 
N 


—s=1, Excitation Occurs 


(tepals mechs Ge St re these experiments include step- 
¢ decreases, pulse-decreases, pulse- 

a | increases, and pairs of pulse-de- 
creases. 


Fig. 1. Explanation in text. 

=) t 

In applying the foregoing theory it was found helpful to redefine our 
constants and introduce dimensionless parameters for time and stimula- 


ting intensity. The following changes were made: 
: 
y=m/k, 9 =M/K, t=kt, J=1(n%). 
a 9 
The criteria m > k and M/m > K/k become 9 > y > 1, and equations 
(2) and (3) become 


(ds/dt = J (tg —8 9) — (8 —&) 


\di/dt = oJ (ig — 8) —y (i— ig) (2a) 


and 
S— 8 = (8; — 8) e—* + J (t9 — 89) (1 — e7*) 


t— ty = (4, ip) e+ - J (tq — 8) (1L—e). a 
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II. Experimental procedure and treatment of data. 

The essential experimental procedure consisted in observing micro- 
scopically a large number of individual phototactic responses of Rh. 
rubrum and determining the percentage of responses elicited by a given 
type of stimulus. Stimuli were applied by varying the illumination of 
the object field of the microscope. 


< 
2 
Ne 


Top 


Fig. 2. Schematic diagram of optical system. 


The instrumental arrangement is shown in Fig. 2; it consisted of a KOHLER 
microscope illuminating system with a provision for controlled variations of inten- 
sity. The KOuLER system began at a slit S, 1/,,’’ wide, at which the filament of a 
300 watt projection lamp J was imaged. The slit S was imaged, via lenses L, and L, 
and the substage mirror M, at the annular diaphragm D of the substage condenser 

_of a phase-contrast microscope. The plane of the lens LZ, was imaged by the substage 
condenser at the object field O. The lens LZ, was an F/2,5 Eastman Aero-Ektar of 7’” 
focal length; DL, was an F/4 wide-angle Ross Express of 5’’ focal length. The source I 
was imaged at S by condensing lenses Z,, via a water cell W, a copper sulfate cell C, 
a neutral filter Ff, and an attenuator A which moved across the optical path just 
behind the slit S. This attenuator contained adjacent regions of greater and lesser 
transparency; as it moved behind the slit at a definite speed the intensity of 
illumination of the object field O was altered in a controlled manner. The attenuator, 
mounted on a sliding carriage, was propelled smoothly by a stud which projected 
from a moving belt; the belt could be driven at a variety of speeds. Controls for 
engaging the stud with the sliding carriage and for returning the carriage to its 
starting position were within reach of an operator seated at the microscope. 
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Vig. 3. Schematic diagram of recording apparatus. 


Observations were recorded continously on a moving paper tape by means of 
small holes burned electrically in the paper, as shown in Fig. 3. One series of holes, 
produced when movement of the attenuator carriage closed a switch, recorded the 
times at which changes of illumination began and ended. Another series, produced 
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manually by depressing a key, recorded the times at which phototactic responses 
were observed. In this way the interval between stimulation and response could be 
measured precisely (the reaction time of the operator being taken into account), and 
a continuous record of the observations was preserved. ; 
A set of attenuators providing different temporal patterns and strengths o 
stimulation was made from semi-transparent mirrors (prepared by vacuum de- 
position of aluminum), uniformly exposed photographic plates, stacks of microscope 
cover glasses, and opaque strips of black paper. Successive regions of these attenu- 
ators were at least 14’’ in width; since the slit S was */1, wide the changes in light 
intensity were composed of steps and pulses which were effectively square’. Th 
illumination of the object field was also controlled by a suitable choice of the filter 
(one of a set of uniformly exposed photographic plates). j 
Relative intensities were measured with a photographic exposure meter and 
expressed in arbitrary units. 
‘ 
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Fig. 4. 
Fig. 4. Image field of microscope, showing method of random selection of bacteria. 
Fig. 5. Punched tape record of a typical phototaxis observation. { 


Cultures of Rh. rubrum were grown in a medium containing sodium pyruvate and 
yeast autolysate, as described in an earlier publication (CLayTon, 1953b). A sus- 
pension suitable for microscopic observation was prepared by placing one drop of the’ 
fully developed culture in 15 ml of fresh growth medium, filtered to remove debris. 
The resulting suspension was kept in daylight; fresh slides for observation were 
prepared from it every 15 min during the course of about three hours’ experimen- 
tation. 

The course of a typical experiment was the following: A certain attenuator was” 
chosen, driven at a certain speed, giving a pulse of intensity decrease amounting to 
41% of the initial intensity and lasting 0,25 sec. A filter, F, was chosen to make the 
initial and final intensities 32 arbitrary units; the intensity during the pulse-— 
decrease was 41% less or 19 arbitrary units. A slide bearing the bacterial suspension 
was brought into focus on the microscope stage; superimposed on the image field _ 
was a small square at its center. This square, an image of double cross-hairs mounted — 
in the eyepiece, facilitated random sampling of bacteria for observation (Fig. 4). 
When a bacterium entered the square, the start of an observation was recorded by 
three dots on the paper tape (Fig. 5). All responses (reversals of swimming direction) 
of this single bacterium were then recorded for a few seconds, after which a termi-_ 
nation signal of three dots was recorded. In the mean time the stimulating pulse of 
intensity decrease was applied by engaging the drive mechanism of the attenuator. 
When the observation was terminated, the attenuator was returned to its starting 
position and the entire procedure was repeated with the next bacterium to enter the 
sampling square. After ten such observations the strength or duration of the 
stimulating pulse was altered and ten more observations were made. In the course of 
three hours’ experimentation twenty sets of ten observations could be made. 
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In most cases the data were processed as follows: All ten of the records pertaining 
to one type (e. g., strength and duration) of stimulus were superimposed, as shown in 
Fig. 6. The mean frequency of responses during the eight seconds before the 
stimulus was then computed and subtracted from the mean frequency during the 
four seconds after the onset of stimulation. In the case illustrated, the mean 
frequency before the stimulus (representing spontaneous activity) was 5~10 
‘responses per eight second period, or 0,25 responses per four second period. The 
division by ten is performed because ten individual observations are combined here. 
The mean frequency during the four seconds after the start of stimulation was 7~10 
responses per four second period; this represents the sum of spontaneous activity 
and phototactic responses. Subtracting the part attributed to spontaneous activity, 
we find the mean frequency of phototactic responses to be 0,70—0,25 or 0,45. A 
value of 1,00 would result if the rate of spontaneous activity were perfectly uniform 
and if a phototactic response occurred in every case. The threshold was defined as 


that stimulus which led to a phototactic oF 


response frequency of 0,40 (four responses Ges sec 
out of ten trials); it was determined by 
interpolation between the frequencies ob- $8 G8 
served with a graded series of stimuli, as N 
shown in Fig. 7. & 08 
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Fig.7. 
Fig. 6. Superposition of ten individual phototaxis observations. 
Fig. 7. Determination of threshold phototactic stimulus by interpolation. 


In some experiments the latent period between the start of stimulation and the 
occurrence of a response was measured from the tape records; in a few cases the 
results are presented simply in the form shown in Fig. 6. 

Each experimental point in the illustrations of data (Figures 11 to 17) was derived 
from about 300 single observations. 


III. Results and comparison with hypothesis. 


A. The “WEBER Law’ Curve and the Strength-Duration Relation. 


We shall derive first the necessary conditions for excitation by a 
step-decrease and by a pulse-decrease of intensity, as predicted by 
Rasuevsky’s theory. In the case of a step-decrease an initial intensity J) 
changes abruptly to a lesser value J at the time ¢ = 0. From eqn. (2), 
the initial values of s and 7 are 
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Substituting these into eqn. (3), we have 


€ K = 
[ss = = 1 (le) + = toe rf 


M = 
|i-t = erm) + alge 


(5) ) 


Eqn. (5) can give rise to three distinct cases representing no excitation, , 
threshold excitation, and above-threshold excitation, depending on the? 
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Fig. 8. Explanation in text. 


values of J, and J; these are illu-. 
strated in Fig. 8. The condition for » 
excitation is found by requiring | 
s=7 in eqn. (5). An equation is! 
thus obtained relating J, Jj, and ¢: | 
L—1 Be s/K Io + 4 
7; Mk 
Km 


(1 —e-™) — (1— e*4) 
(6) 
Here ¢ represents the time at which 
excitation occurs. Since the stimulus 
need not be prolonged beyond the 
time of excitation, the duration of a 
threshold pulse of intensity decrease, 
from J, to I, is given by (6). As 
(Ig —I)/Ip, hereafter denoted A I/Ip, 
is made smaller, the required dura- 
tion ¢ becomes larger until it attains 
a critical value ¢*, the ‘utilization 
time”. At this value of t, AJ/ I, has 
the least magnitude (the rheobasic 
value, denoted R) which can evoke 
aresponse. Prolongation of the stim- 
ulus beyond ¢* is of no avail in 
eliciting a response, so that the 
rheobasic value, R, of AI/I) repre- 
sents the threshold step-decrease 
(pulse-decrease of infinite duration). 


Equation (6) is illustrated in Fig. 9, for a given value of I,. The condi- 
tion t = ¢* and AJ/I, = R corresponds to the threshold case illustrated 
in Fig. 8, in which the curves of s and 7 vs. t become tangent but do not 
cross. Thus we can determine ¢* by requiring ds/dt = di/dt as well as 


s = 7 in eqn. (5); the result is 


ae 


— (7) 
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independent of J). From eqn. (6), the condition for excitation by a 
step-decrease is 


Ie (ig — &)/KIy + 1 


: (8) 


hep hee 


this relation between R and J, is illustrated in Fig. 10. Introducing the 
changes of parameters described in Sec. II, we have 


AT /Jg = (1/Jo + o/y —1) 9 (2), 
Ig()=7 ere) -2Ulete} 


(6a) 


Log ¢ —= 
Fig.9. Strength-duration curve for the phototaxis of Rhodospirillum rubrum under a pulse-decrease 
of light intensity, as predicted by RASHEVSKY’s theory. 
for a threshold pulse-decrease, and 


AJ/Jg = R = (1/Jq + o/y —1) 9 (t*), 
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for a threshold step-decrease of intensity. Note that the relation bet- 
ween F& and J, given by equation (8a) is an hyperbola with asymptotes 
J, = Oand R = g(t*) (o/y—1). 
Thus for large values of Jy, R 
approaches the constant value 


Hoo = g(t*) (e/y— 1), repre- 


Fig.10. ““WEBER law’ curve for the pho- 

totaxis of Rhodospirillum rubrum under 

a step-decrease of light intensity, as pre- 
dicted by RASHEVSKY’s theory. 


Log 4g—> 


senting adherence to the WEBER Law. Values of # greater than unity 
have no meaning, since the value R = 1 represents the onset of total 
Jarkness; J = 0 and AJ = J,. Thus an “absolute threshold intensity” 


eal a 
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I, is defined, corresponding to R = 1 and representing the least inten- 
sity which can be distinguished from total darkness. Similarly a minimal 
duration, t), is defined for a threshold pulse-decrease, corresponding to 
a pulse of total darkness (see Fig. 9). In terms of our dimensionless para- 
meters its value T), obtained by equating A J/J, to unity in eqn. (6a), is 
given by 


PRRs nf =1]/Jy. (9a) 
A similar relation between t* and J,, obtained from eqn. (8a), is 
e-** yee = 1fJ,: (10a) 


Having determined the forms of the strength-duration curve (Fig. 9) 
and the WeBER Law curve (Fig. 10) predicted by RasHEvsky’s theory, 
let us turn to the problem of fitting these curves to experimental data 
by evaluating the arbitrary constants. There appear to be six constants 
involved: K, k, M, m, i), and s9. In our dimensionless notation, however, 
we find only four independent combinations of these constants: 9@ = M/K, 
y =m/Jk, t/t =k, and J/I = K/k(i, — 59). To evaluate these four con- 
stants we require four equations relating them to experimentally deter- 
mined quantities. By combining equations (8a), (9a), and (10a) in 
various ways, we obtain 
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Thus we can evaluate the constants by a knowledge of R,, (the rheo- 
basic value of AI/I, at large values of J,), of I, (the absolute threshold 
intensity), of ¢* (the utilization time), and of f, (the threshold duration 
of a pulse of total darkness) for a given value of J). Since R,, and I, are 
difficult quantities to measure, they are best determined indirectly as 
follows: Writing eqn. (8) inthe form R = a/I, + R.., and inserting R = 1 
and Jy = J, to obtain an expression for “a”, we have 


R=F*(1— Ra) + Ro. (15) 
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By inserting two experimentally determined sets of R and I, into (15), 
we can calculate R,, and J,. 

The experimentally determined values of the rheobase (liminal step- 
decrease) as a function of J, are presented in Fig. 11. The conditions 
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Fig. 11. Threshold step-decrease of light intensity for the phototaxis of Rhodospirillum rubrum, for 
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Fig. 12. Relation between threshold strength and duration of a pulse-decrease of light intensity, for 
the phototaxis of Rhodospirillum rubrum, 


of this investigation were such that light saturation appeared at an 
unusually low intensity, as evidenced by the high value of R at J, = 52; 
the anticipated region of WmBER Law adherence was masked by this 
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early onset of saturation. Two of the experimental points were used to 
evaluate the constants of equation (15), which were found to be Ro 
— 0.07 and J, = 2.9, and the entire theoretical curve of R vs. Ip was 
drawn in the figure. While the agreement between these data and the 
theoretical curve is so crude as to be insignificant, the experiment did) 
serve to determine some constants and therefore to make further tests 
Pie - of the theory more rigid. : 
Gh G50 OVS G60 Gt, We have already (Sec. I) limi- 
ted the ratio g/y to values grea- 
ter than unity; a further limi- 
tation is imposed by eqn. (13a), 
which can be satisfied only i 
o/y is less than 1/(1 — R,.), © 
1.075 in the present case. A 
limitation is also imposed on the 
ratio t)/t* by eqn. (14a): If = 


choose J, = 32 and 1 < o/y < 
1.075, t/t* is limited to values 


& greater than 0.035 and less than’ 

S 0.062. ; 

= The relation between strength 

S anddurationofathreshold pulse- 

iS decrease of intensity, as deter- 

F ‘$ mined experimentally, is shown 
9 


in Fig. 12. The points marked by 
crosses were obtained by observ- 
ing the phototactic responses 
to pulses of different strengths 
and durations. The utilization 
time was found to be 1.5 sec.; 
a pulse of this duration was fully 
as effective as a longer pulse in. 
43 stimulating the bacteria. The 
chronaxie, or threshold duration” 
of a pulse of twice the rheobasic 

ra dation o's pa a cteageenett strength, wasfoundtobe0.52sec. 
the phototaxis of Rhodospirillum rubrum. The interval between the start 
of stimulation and the appear-— 

ance of a phototactic response should measure the required duration of 
the stimulus plus the durations of any other events involved in the overall 
phototactic process. If these other events are rapid compared with the 
changes of 7 and s (or their actual equivalents), a determination of the 
latent period of the response as a function of the strength of stimulus: 


: 


: 
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should give exactly the same results as a determination of the threshold 
duration of a stimulating pulse as a function of its strength. The circles 
in Fig. 12 represent measurements of latency, using a step-decrease of 
intensity; they are in close agreement with the crosses representing 
measurements of the threshold pulse-decrease. 


Having found the values of ¢* (1.5 sec.) and t) at I, = 32 (0.090 sec.) 
we are in a position to calculate 0, y, t/t, and J/I; they were found 
to be 9 = 1.465, y = 1.45, t/t = 0.565, and J/I = 2.60. The theoretical 
strength-duration curve given by eqn. (6a), with these values of the 
constants, is included in Fig. 12. 


The foregoing investigation of strength vs. duration of a threshold 
pulse-decrease was conducted by keeping the initial intensity J, con- 
stant and varying the quantity JJ. Another situation was explored, in 
which pulses of total darkness were employed and J, was varied. The 
theoretical relation between J, and 
t) which describes this case is given no Excitation st 
by eqn. (9a); it is portrayed in 
Fig. 13 together with the corre- Below Threshold 
sponding experimental data. 


B. The Strength-Duration 
Relation for a Pulse-Increase. 


The termination of a very long 
pulse of increased intensity is 
equivalent, in its stimulating in- 
fluence, to a step-decrease of in- 
tensity; the threshold strength of 
such a pulse will equal the thresh- 
old strength of a step-decrease 
(i. e., the rheobase). As the pulse Above Threshold 
is made shorter its threshold 
strength becomes greater; weshall  s ; Aaiaion éal 
now derive the relation between 
liminal strength and duration of 
this type of stimulus, as predicted 


The changes of 7 and s accom- etme ee 
panying a pulse-increase of inten- Fig. 14. Explanation in text. 
sity are shown in Fig. 14 for the 
three cases of below threshold, threshold, and above threshold. Writing 
eqn. (5) and remembering that in this case I > I), the values of s and 


i at the end of a pulse-increase of duration ¢ are 
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Denoting by ¢’ the time after termination of the pulse, we can express 
the values of s and i after the pulse by means of equations (3). The ex- 
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pressions for s and i given by (16) are substituted for s, and 7, in eqn. (3); 


t’ is substituted for ¢, and J is replaced by J). The resulting expressions” 
for s and i after the pulse are 
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8 = 8) + jae ha re (f — Iq) (1 —e—** ) e~* 
M 


ie? M aah Alor (17) 
Medd fee ace 103 Lg)tl eye 


For the case of threshold excitation we require s = i and ds/dt’ = di/dt' ; | 
by applying these conditions to eqn. (17) and eliminating ¢’ we obtain: 
) k (% — 8)/KI + Mk/Km —1 
AI/T =— f(t) + Mk/Km—1 


f(t) =(1—k/m) (K/M)n— BAT aes 


In terms of our dimensionless parameters, (18) becomes 


, 1l/J + e/y—1 
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The theoretical curve, a plot of equation (18a), and the experimental 
results for this case of excitation are presented in Fig. 15. 
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OC. Summation and Accommodation. 


If two inadequate stimuli are separated by a short interval, their 
combined effect may be sufficient to cause excitation. As the interval 
becomes longer this summation becomes less effective; for very long 
intervals the influence of the first: stimulus is entirely dissipated before 
the second arrives. There is an intermediate range of intervals in which 
the excitatory effect of the first stimulus has subsided before the arri- 
val of the second, but the inhibitory influence is still appreciable. In 
this case the threshold for excitation by the second stimulus is greater 
than the normal threshold for a single stimulus (GmpDEMEISTER effect). 
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Fig.16. Threshold duration of a pulse of total darkness applied after various intervals following a 
pulse of half the threshold duration, for the phototaxis of Rhodospirillum rubrum. 

This phenomenon is a variant of the more familiar case of accommodation 

in which a gradually increasing stimulus is less effective than an abrupt 

one in evoking a response. 

The foregoing effects were investigated with pairs of pulses of total dark- 
ness. The first pulse was of half the liminal duration ¢); after an interval 
#, another pulse was applied and its threshold duration ¢ was determined 
(see inset of Fig. 16). The relation between t, and ¢ for a given value of 
I, (and a corresponding value of t)) predicted by Rasnnvsky’s theory 
can be derived by appropriate use of eqn. (3) and the criterion s = 1; 
in our dimensionless notation the result is 
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This equation is portrayed in Fig. 16 by a plot of t/t) vs. T,/t*, together 
with the corresponding experimental data, The numerical values relating 
t/t) to 1/7* (or to t,) turn out to be nearly independent of I, over a 
wide range of the latter, so that one curve suffices for the two values 
of I, employed. As we have anticipated, the threshold duration of the 
second pulse is f)/2 for very small values of t,, t) for very large values 
of ¢,, and greater than é, in an intermediate region. 


D. Refractoriness. 

The refractory condition which follows a response of Rh. rubrum is 
not treated by RASHEVSKyY’s theory; the chemical balance of the system 
changes dramatically during the response and no attempt has been 
made to predict the accompanying changes of the hypothetical quanti- 


ties 7 and s. 
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Fig. 17. Recovery of excitability of eee rubrum after a ein response. 

The course of recovery from this refractory condition was followed 
by applying stimuli at various times after a phototactic response. The 
method of stimulation is shown in the inset of Fig. 17. A first pulse of 
total darkness of duration 0.20 sec. was applied to evoke a phototactic. 
response; after an interval ¢, a second pulse was applied and its threshold 
duration ¢ was determined. Since the pulses were periods of total darkness 
interrupting an intensity of 32 arbitrary units, the first pulse led to a 
response after a latent period of about 0.09 sec. (see part A of this’ 
section). The second pulse therefore began about 0.20 — 0.09 + #, se- 
conds after a response; this interval, ¢, + 0.11 sec., is denoted ¢’. The 
reciprocal of the threshold duration of the second pulse was taken as a 
measure of the excitability of the system during recovery; it is expressed 
as the ratio f)/t, where fy is the threshold duration after complete recovery. 
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The observed values of ¢)/t at various values of ¢’ are shown in Fig. 17; 
in the region 0.25 sec. <t’ <1.7sec. the relationship is described ac- 
curately by equation 

tp/t = 0,38 Ln (t’) + 0,525. (20) 
For values of t’ less than 0.25 sec. the excitability is zero; at t’/ = 5 sec. 
the excitability is 1.0, denoting full recovery of the system. Extrapolating 
eqn. (20) to the value t/t = 1, we predict that recovery is complete at 
t > 3.5 sec. (A phase of supernormal excitability may have escaped 
detection in our measurements). Thus we find an absolutely refractory 
period of 0.25 seconds’ duration, followed by a period of recovery 
lasting 3.25 sec. and characterized by a logarithmic dependence of ex- 
citability upon time. 

EL. Rhythmicity. 

Under some conditions of constant stimulation, a nerve fiber exhibits 
rhythmic behavior; 7. e., a series of more or less regularly repeated 
responses. It was observed that Rh. rubrum also displays this property ; 
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Fig. 18. A cea aR of responses of Rhodospirillum rubrum under changes of light intensity, 
illustrating rhythmicity and suppression of response by restoration of higher intensity. 


when subjected to a step-decrease of light intensity the organism ex- 
hibits not one but a succession of reversals of swimming direction. The 
initial frequency of these rhythmic responses is about one per second; 


Fig. 19. Discharges in a single optic nerve fiber 
from the distal cell layer of the eye of Pecten irra- 
dians under changes of illumination (H. Kk. Hart- 
LINE, J. Cell. a. Comp. Physiol. 11, 465 (1938). 
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it declines steadily until the effect vanishes after about thirty seconds. 
The activity is suppressed by restoration of the initial light intensity. 
Averages of this behavior are presented in Fig. 18, in the manner of 
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Fig. 6 (superposition of a number of individual observations). When 
represented in this way, the phototaxis of Rh. rubrum is strikingly 
reminiscent of the ‘“‘off” activity of an optic nerve fiber; a record of the 
latter is shown in Fig. 19 for comparison. 


Discussion. ; 

The results described in the last section have shown, on the whole, 
a fairly good agreement with RasHEvsKy’s theory. The agreement has 
not been so close, however, as to provide a convincing confirmation of 
this theory; the same would probably be true for any other current 
theory of excitation. In any case, our purpose has been not to test. 
RasHEvsky’s theory but to compare bacterial phototaxis with other 
types of excitation. 

To make such a comparison we must choose a procedure for normali- 
zing the parameters of time and stimulating intensity, and we must 
decide what kinds of data should be comparable. In the comparison of 
strength-duration curves, time and intensity were normalized by divid- 
ing these quantities by the chronaxie and the rheobase, respectively. 
The comparability of different experimental situations was judged by 
the predictions of RasHEvsKy’s theory. Almost all of the available data 
on strength vs. duration refer to the excitation of some system by a con- 
stant pulse of electric current, as in the cathodal stimulation of nerve. 
Some data are also available for the anodal stimulation of nerve fibers, 
excitation being caused by the cessation of the inward-flowing current. 
In terms of Rasnrvsky’s theory, the former case is described by an 
equation identical to eqn. (6), with the fractional decrease of light inten- 
sity AI/I, replaced by the current strength J. The strength-duration 
curve of Rh. rubrum under a pulse-decrease of light intensity should 
therefore be strictly comparable to curves of the type represented by 
the cathodal stimulation of nerve fibers. A situation comparable, accor- 
ding to RAsHEvsky’s theory, to the stimulation of nerve fibers by an 
anodal constant current pulse was not examined with Rh. rubrum, since 
it would have entailed practical difficulties of observation. The strength- 
duration curve predicted for this case has almost the same form, however, 
as that for cathodal stimulation, when both curves are normalized to 
chronaxie and rheobase. Because of this similarity, shown in Fig. 20, 
data for anodal stimulation can be compared directly with those for 
cathodal stimulation and for the stimulation of Rh. rubrum by a pulse- 
decrease of intensity. 

Another pattern of electrical stimulation is the gap in a constant 
current; termination of the gap causes excitation if the current is catho- 
dal. For this case the strength-duration relation is described by a plot of 
J (the current strength) vs. ¢ (the duration of the gap). For the stimulation 


Ss % & 
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of Rh. rubrum by a pulse-increase of light intensity the strength-du- 
ration relation is described by a plot of AI /I (the fractional increase 
of intensity) vs. ¢ (the duration of the pulse). The two curves, I vs. t 
for nerve excitation and AJ /I vs. t for phototaxis, are described by 
similar equations according to RasHEvsky’s theory; thus these two 
situations are regarded as comparable. 


Fig.20. 


Fig.21. 


a Y Tae, 


Fig.20. Strength-duration relations for anodal and cathodal constant current pulses, as predicted 
by RASHEVSKY’s theory, normalized to chronaxie and rheobase. 


Fig.21,. Strength-duration data for the cathodal stimulation of nerve and for comparable stimuli 
applied to other tissues, normalized to chronaxie and rheobase. 


Symbol Investigator Material Chronaxie, sec 
O LAPICQUE Spirogyra 8.2 
> a Frog Stomach 0.86 
@ CLAYTON Rhodospirillum 0.562, 
7 HARTLINE Limulus 0.127 
| MONNIER Nictitating Membrane, Cat 0.033 
A LAPICQUE Aplysia 0.033 
oO re Helix 0.023 
A COPPEE Toad Sartorius, Direct 0.022 
OS BONHOEFFER Iron Wire in HNO; 0.011 
<q RAMSEY a. STREET Single muscle Fiber, Frog 0.090 
Vv SOLANDT Frog Sciatic 0.0057 
+ LAPICQUE Frog Sartorius 0.0040 
4 3 Vorticella 0.0029 
x RUHSTON Frog Sciatic 0.00073 
| LAPICQUE Frog Sciatic 0.00062 
v COPPEE Toad Sartorius, Via Nerve 0.00016 


Fig. 21 shows a compilation of data representing strength vs. duration 
of a cathodal constant current pulse in nerve excitation and of com- 
parable stimuli in other cases of excitation. In every case except three 
the stimulus is a constant current pulse of the cathodal type; 7. ¢., ex- 
citation is caused by the onset of the pulse and not by its termination. 


sh re 


162 R. K. CLaytTon: 


Sotanpt’s data are for an anodal pulse of current, those of HARTLINE 
are for a pulse of illumination, and the data pertaining to Rh. rubrum 
are for a pulse-decrease of illumination (the ordinate of Fig. 21 in this 
case represents AJ/I, + R). We see that the strength-duration curves 
for all of these excitable systems, with the exception of Aplysia, fall 
within fairly close limits. Of course, one should not expect too great _ 
a diversity among these data. Owing to their normalization, all of the 
strength-duration curves must pass through the point (J/R = 2, t/t, = 1) 
and must approach J/R = 1 at high values of t/t,. Some sort of reciprocal 
relationship between J and ¢ can be expected to hold, so that //R will” 
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Fig. 22. Fig. 23. 


Fig. 22. Strength-duration data for the excitation of nerve by a gap in a constant current and ot 
Rhodospirillum rubrum by a pulse-increase of light intensity, normalized to chronaxie and rheobase. — 


Symbol Investigator Material Chronaxie, sec 

e CLAYTON | Rhodospirillum 2.1 f 

x, LUOAS | Frog Sciatic 0.0094, 0.0066 

O SOLANDT » ” 0.0039 

Fig. 23. Recovery of excitability of nerve and of Rhodospirillum rubrum after excitation. : 
Symbol Investigator | Material ta, sec 
ee i se nae FE RE A Me eh a 

© CLAYTON Rhodospirulum 0.25 

x ADRIAN Frog Sciatic 0.001 

(@) GASSER and GRUNDFEST Cat Saphenous 0.0004 


increase as t/t, becomes smaller. In view of these facts, the data of Fig. 21 
can hardly be taken as a convincing argument for the uniformity of 
mechanism in all excitable systems. On the other hand, the data do not 
vitiate such a notion, since their differences could be due to effects having 
nothing to do with the basic irritable mechanism. It is at least note- 
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worthy that the data obtained in the present studies on the phototaxis 
of Rh. rubrum are in line with those for most excitable systems. 


A closer agreement is found between data describing excitation of 
nerve by a gap in a constant cathodal current and the comparable ex- 
citation of Rh. rubrum by a pulse-increase of light intensity (Fig. 22). 
Of course, the coherence of these data could be fortuitous, since they 
represent only three different investigations. 


Turning to the recovery of excitability during the relatively refrac- 
tory period, we find a similarity between our data and some obtained 
by ADRIAN for the excitation of the sciatic nerve of the frog (Fig. 23). 
These data are quite different, however, from those of Gassmr and 
GRUNDFEST for the excitation of the saphenous nerve of the cat, which 
show a much more rapid recovery and a long period of supernormal 
excitability (other data of ADRIAN reveal a slight supernormal phase). 


In summary, we find the following effects, characteristic of irritable 
tissues, in the phototaxis of Rh. rubrum: 1. All-or-none response. — 
2. Refractoriness and recovery. — 3. Summation and GILDEMEISTER 
effect (accommodation). — 4. Rhythmic behavior. — 5. Existence of 
utilization time and rheobase. 

The relations between strength and duration of various types of 
threshold stimulus are described reasonably well by the theories of 
RASHEVSKY and Hinz; the values of characteristic durations are: 


Chronaxie for pulse-decrease of intensity. . ......-+.+..-... 0,52 sec 
Utilization time for pulse-decrease of intensity. ........... 1,5 sec 
Greatest internal of efficient summation (approx.)..... . . sy O53 (sec 
Minimum period of rhythmic behavior (approx.). . .... . HT OT sec 
Aipsolutelyretractory period give tsikt alrite. dal kh dh OM deere 0,25 sec 
elatuely: Teka ChOLVs POLlOd. soc Uere| i) apiece ale ae) dine teense 3,25 sec 


The kinetics of excitation bear a close resemblance to those of nerve 
fibers, with a difference in the time scale of about a thousandfold. 


Neither convincing support nor contradiction has been found for the 
hypothesis that all excitable tissues share a common mechanism for 
irritability, with differences in the time scale resulting from differences 
in constitution. However, there is a strong similarity between the photo- 
taxis of Rh. rubrum and other micro-organisms and the visual processes 
of higher animals. In both cases carotenoid pigments can receive light 
energy which is used, after some chemical mediation, to excite an “irri- 
table system”. This system exhibits properties which are the same in 
both cases (phototaxis and vision), quantitatively as well as qualitati- 
vely, except for a difference in the time scale. Thus it can be hoped that 
information about the chemical mediation of phototaxis will aid our 
understanding of the visual process. 
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In this connection it is interesting to compare the phototaxis of purple 
bacteria with that of algae and other cells. Tables compiled by Mast 
and by WaTERMAN show the spectral regions of greatest phototactie 
activity for a wide variety of organisms; the maxima are all in the 
region of carotenoid absorption. Although many types of algae are re- 
presented, none show phototactic activity mediated by chlorophyll. 
Apparently the only exception to the uniqueness of carotenoids as photo- 
tactically active pigments is found in the purple bacteria, in which the 
activity due to bacteriochlorophyll is much stronger than that due to 
carotenoids. Moreover, energy absorbed by carotenoids in purple bacteria 
appears to be effective for phototaxis only after it has been transferred 
to bacteriochlorophyll. This is indicated by the similarity between action 
spectra for phototaxis of purple bacteria and corresponding action 
spectra for the fluorescent transfer of energy from carotenoids to bacterio- 
chlorophyll (Duys=ns) and also by the abundant evidence (CLAYTON 
1953b, DuyseNs, MANTEN) that phototaxis and photosynthesis are 
intimately related processes. 


We are faced, then, with an apparent duality of mechanism between 
the phototaxis of purple bacteria and that of algae, arising from differ- 
ences in the mechanism of photosynthesis. The phototaxis of algae 
appears to bear a closer similarity to the visual process of a vertebrate 
than does the phototaxis of purple bacteria. It has been suggested by 
Watp and Brown that the visual process is mediated through an oxi- 
dation potential which arises when sulfhydryl radicals are exposed by 
the dissociation of carotenoid molecules from the proteins to which they 
have been conjugated. If this mechanism prevails in the phototaxis of 
algae it might exist also in the purple bacteria, being overshadowed by 
a much stronger effect of the same kind arising from powerful oxidizing 
or reducing substances which are involved in photosynthesis. 


If a bacteriochlorophyll-free mutant of a purple bacterium can be 
produced, it will be of interest to determine its capacity for phototaxis. 


Summary. 


The threshold strength-duration relationships were determined for 
the phototactic excitation of Rhodospirillum rubrum by various pulses 
and pairs of pulses of change in light intensity. The recovery of excita- 


bility after a response was followed, and examples of rhythmic behavior 
were recorded. 


Experimental results were found to be in fair agreement with data for 


other irritable systems and with the predictions of the theories of 
RASHEVSKY and Hit. 
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The hypothesis was considered that all excitable systems might share 
a common mechanism for irritability, and the phototactic mechanisms 
of various unicellular organisms were discussed in this connection. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen und dem Physiologisch-chemischen Institut der 
Universitat Gottingen.) 


Uber Abbau und Regeneration der Chloroplastenfarbstoffe 
bei Chlorella. 


Von : 
H. G. AACH. 


(Eingegangen am 5. November 1952.) 


Bereits haufiger ist beobachtet worden, dai die Chloroplastenfarbstoffe 
bei Stickstoffmangel gegen starke Beleuchtung besonders empfindlich 
sind (STEEMANN-NIELSEN, 1940; Montrort, 1950; dort weitere Litera- 
tur). Die folgenden Untersuchungen stellen ein quantitatives Studium 
dieser Erscheinungen dar. 


Methodik. 


Als Versuchsobjekt diente Chlorella pyrenoidosa. Sie wurde unter Stickstoff- 
mangelbedingungen in Kulturréhren gezogen, in die von unten ein kraftiger Luft- 
strom eingeblasen wurde, dem 5% Kohlendioxyd zugemischt waren (HARDER u. 
vy. Witscu, 1942). Die Nahrlésung (1400 cm’ je Kultur) enthielt 1 x 10~* m KNO3;; 
5x 10-4 m MgSO,; 3 x 10-4m KH,PO,; 1 x 10-* m Eisencitrat und 5 x 107-7 m MnCl). 
Die Kulturtemperatur betrug 25°C + 1°. Die Lichtquellen, Leuchtstofflampen 
HNG, befanden sich innerhalb der Nahrlésung (Aacu, 1952). Die dauernd ein- 
gestrahlte Lichtleistung je Kultur betrug zu Anfang 1,6 Watt; waihrend des Ver- 
suchs eingetretene Unterschiede in der Lichtemission der Lampen wurden durch 
regelmaBiges Vermischen der Parallelkulturen ausgeglichen. Wie bereits friiher mit- 
geteilt (Aacu, a. O.), stellen die Algen unter diesen Versuchsbedingungen die Zell- 
teilungen nach 5 Tagen infolge Stickstoffmangels ein, so daB in der Folge der in der 
Zeiteinheit auf eine Zelle entfallende Anteil der Lichtenergie konstant bleibt. Bei 
langerer Kultur scheiden die Algen Hemmstoffe (PRatr, 1940; SporHR u. Mitarb., 
1949) in die Nahrlésung ab, so daf dann auch bei Stickstoffzusatz keine Teilungen 
mehr erfolgen. 

Zur Farbstoffextraktion wurden die Algen scharf abzentrifugiert, die tiber-. 
stehende Nahrlosung wurde abgegossen und der Riickstand bei Zimmertemperatur | 
dreimal mit gereinigtem Methanol und einmal mit gereinigtem Petrolither voll- 
stiindig extrahiert. Die Chlorophylle wurden im Methanolauszug mit dem BrcK- 
MAN-Spektralphotometer bestimmt. Die Berechnung der Konzentration ¢ erfolgte 
nach den Formeln (vgl. Rupor, 1934) 


Oe ee come E,-« E a 

Saad 2 a 1 2 Hy, °C 

Cy 5 ete und C..—= Frat HS TER A 
Hyg * bay — Hy, * Hay ay 


unter Benutzung der dekadischen Extinktionskoeffizienten « von MACKINNEY (1941) 
rap A 665 mu und 2, = 650 mu. AnschlieBend wurde die Methanollésung durch 
Wasserzusatz auf 90% verdiinnt und wiederholt mit Petrolither ausgeschiittelt ; 
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dadurch wurden die Carotine von den Xanthophyllen abgetrennt. Um etwa vorhan- 
dene Fettsaureester von Carotinoiden zu erfassen, die sich bei der Entmischung wie 
Carotine verhalten, wurden die vereinigten Petrolitherextrakte mit dem gleichen 
Volumen 5% alkohol. KOH versetzt und 3 Std bei 40° C aufgehoben (KUHN u. BRock- 
MANN, 1932). AnschlieBend wurde nochmals wie vor entmischt. Die Xanthophylle 
wurden nach Verseifen des Chlorophylls durch Wasserzusatz zur Methanollésung in 
Hexan (65—67°, durch Fraktionierung von Petrolather) iibergefiihrt. Carotine und 
Xanthophylle wurden sofort nach der Trennung bei 7 = 427 my photometriert, da 
sich die Extinktionskurven der isomeren Carotinoide an diesem Punkt schneiden 
(ZSCHEILE u. Mitarb., 1942). Zur Berechnung der Konzentration wurden die Extink- 
tionskoeffizienten von ZScHEILE u. Mitarb. (1942) benutzt. Die Xanthophylle wurden 
als Lutein berechnet. — Die Lipoide wurden, wie bereits friiher beschrieben (AACH, 
1952), durch Extraktion in der Siedehitze abwechselnd mit Methanol und nicht- 
wasserléslichen Lésungsmitteln vollstandig erhalten. — Der Eiweifgehalt wurde in 
der tiblichen Weise durch Multiplikation des nicht-léslichen Stickstoffs (Bestimmung 
nach KJELDAHL) mit dem Faktor 6,25 berechnet. — Zur Bestimmung des Trocken- 
gewichtes wurde eine kleine Menge Substanz bis zur Gewichtkonstanz im Trocken- 
schrank bei 105° C gehalten. 


Versuchsergebnisse. 

Zur Beimpfung der Kulturrdhren wurden Zellen aus einer alteren 
Chlorellakultur benutzt, in der infolge groBer Individuenzahl auf die 
Einzelzelle im Mittel nur eine sehr geringe Lichtleistung entfiel. Diese 
Zellen enthielten im Durchschnitt 30,4 x 10-14g Farbstoffe (Chloro- 
phylle und Carotinoide) = 4,62°% der Trockensubstanz bei einem EiweiB- 
gehalt von 2,6 x 10°" g = 39,5% und einem Lipoidgehalt (ohne die 
Farbstoffe) von 1,1 x 10° g =17,0% der Trockensubstanz (siehe 
Tab. 1). Wie schon in einer friiheren Arbeit mitgeteilt (Aacn, 1952), sind 
unter den vorliegenden Bedingungen die geringen Mengen assimilier- 
baren Stickstoffs am 4. Tage erschépft. Aus Tab. 1 ist ersichtlich, daf 
sich zu diesem Zeitpunkt bereits die ersten Anzeichen des Stickstoff- 
mangels in der chemischen Zusammensetzung der Zellen am Absinken des 
Gehalts an EiweiB und Farbstoffen und am Anstieg des Lipoidgehaltes 


Tabelle 1. Chlorella pyrenoidosa. Zusammensetzung der Zellen in Stickstoffmangel- 
kultur bei Dauerlicht. 


ae Chloroplastenfarbstoffe HiweiB Lipoide (ohne Farbstoffe) 
Alter der Kultur f ; ; age ae 
is je Zelle | mrecxene | S280 | npockene | % 222 | rockon: 
substanz substanz substanz 
ee Eee ee 
0 30,4 4,62 2,60 39,54 | atl 17,0 
4 13,4 2,53 1,50 28,23 1,3 25,0 
6 Tee eves 1,05 18,70 2,2 | 38,4 
10 3,6 0,49 0,97 12,90 3,9 py a) 
15 2.3 0,22 0,95 9,31 6,5 62,5 
25 13 0,115 0,89 7,81 79 | 69,2 
39 0,49 0,049 0,79 7,87 6,7 67,3 
57 0,25 0,039 0,72 11,21 3,5 64,2 


. 


' 
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bemerkbar machen. Die Durchschnittzelle enthielt noch 13,4 x 10-4 g 
Farbstoffe, das sind 44° der Farbstoffmenge einer Alge zu Beginn der 
Kultur. In den folgenden Tagen sank der Farbstoffgehalt rasch weiter ab. 
Am 10, Tag waren es nur noch ungefihr 12%, die bis zum 57. Tag 
(SchluB des Versuchs) auf 0,25 x 10-4 g = 0,8% der urspriinglichen 
Menge zuriickgingen. Da die Zellteilungen schon am 5. Tag eingestellt 
worden waren, handelt es sich also nicht etwa um eine Verteilung des 
vorhandenen Farbstoffs auf eine gréBere Anzahl von Zellen, sondern um 
einen Abbau der Farbstoffe. Der EiweiBgehalt sank gleichzeitig bis 
auf 0,72 x 10-12 g, wahrend der Lipoidgehalt bis zum 25. Tag der Kultur 
auf 7,9 x 10-12 g angewachsen war. 

Auch die Zellen mit dem niedrigsten Gehalt an Chloroplastenfarb- 
stoffen vermochten auf Stickstoffzusatz, 0,5 n (NH,),HPO,, innerhalb 
weniger Stunden wieder zu ergriinen. Diese Regeneration ging im Licht 
schneller vor sich als im Dunkeln (siehe Tab. 2 u. 3). Zusatz von KH,PO, 
oder Eisencitrat lieB keinen EinfluB8 auf die Regeneration der Farbstoffe 
erkennen. Auf Zusatz von 0,5 n(NH,),HPO, kam es nicht zu einem 
Wiedereinsetzen der Zellteilungen, obwohl der EiweiBgehalt der Zellen” 
stark anstieg (Tab. 2). 


Tabelle 2. Chlorella pyrenoidosa. Nach 39 Tagen Kultur im Dauerlicht Regeneration 
der ausgeblichenen Farbstoffe im Licht nach Zusatz von 0,5 n (NH,),HPO,. 


Nach Chloro- Re RAP ee 
N-Zusatz | Phylle = ahd sepals <a bes io Balle 
Std hase ea ESS & i: 10-* g 10~"* g 
0 0,20 5,6 0,69 0,29 7,0 0,79 6,73 
8 0,19 1,8 0,66 0,29 6,9 1,24 nicht bestimmt 
24 1,8 5,9 3,3 0,55 6,6 1,93 6,11 


Das unterschiedliche Verhalten der einzelnen Farbstoffe wird beson- 
ders deutlich durch die Anderungen der Gewichtsverhiltnisse der Kom- 
ponenten, die in Tab. 4 aufgefiihrt sind. Aus dem starken Absinken des 
vote (Ex) geht hervor, daB die griinen Farb- 
stoffe durch das Licht weitaus stirker angegriffen werden. 
als die gelben. Wahrend zu Beginn der Versuche eine Zelle 8,5 mal — 
mehr Chlorophylle als Carotinoide enthielt, waren nach 50 tigiger Kultur 
1,6mal soviel Carotinoide wie Chlorophylle vorhanden. Bei der Regene- 
ration der Farbstoffe wurde die Chlorophyllbildung bevorzugt, so daB 
sich das Verhiltnis wieder umkehrte. Von den Chlorophyllen wurde das 


Chlorophyll a anfangs stirker abgebaut, so daB das Verhiltnis 


Chlorophyll a /a\. P 
“Chlorophyll (; innerhalb 15 Tagen von seinem Anfangswert 6,5 auf 2,2 


Verhiltnisses 


gesunken war, Von da ab stieg das Verhiltnis jedoch infolge stirkeren 
Abbaus der b-Komponente bis zum 50. Tag wieder auf 5,8 an. Bei der 
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Regeneration finden wir wieder die Umkehr der Reihenfolge waihrend des 
Abbaus. Das Absinken des Komponentenverhiltnisses bedeutet eine 
anfanglich starkere Synthese von Chlorophyll }. Im Licht (Tab. 2) wurde 
sogar innerhalb der ersten 8 Std noch ein Riickgang von Chlorophyll a 
beobachtet, das aber anschlieBend schneller wieder aufgebaut wurde als 
Chlorophyll b. Da die Riickbildung der Farbstoffe im Licht verhaltnis- 
mafig rasch vor sich geht, wird der Vorgang durch die Werte der Dunkel- 
regeneration (Tab. 3) besser verdeutlicht. 


Tabelle 3. Chlorella pyrenoidosa. Nach 49 Tagen Kultur im Dauerlicht Regeneration 
der ausgeblichenen Farbstoffe im Dunkeln nach Zusatz von 0,5 n (NH,),HPO,. 


Nach Chlorophylle a a+b Carotinoide xX 
N-Zusatz je Zelle 7 je Zelle “aay 
Std 10-4 g b K+ xX 10-4 g K 

0 0,17 5,8 0,62 0,25 5,7 

24 0,53 4,6 Iie 0,31 eS, 

48 2,2 4,7 6,4 0,34 7,4 

96 4,2 5,4 6,2 0,68 4,3 
104 4,5 5,6 6,2 0,73 4,0 


Ein ganz ahnliches Bild bietet der Abbau der Carotinoide. Hier sind es 
die Carotine, die im Anfang so viel schneller verschwinden, daB das 


il 
Verhiiltnis ~*yenopeyne (=) G@icheil’ab. 4ywvon3.2 bis nam25)Tagder 


Kultur auf 15,6 ansteigt. Im weiteren Verlauf sinkt der Wert dann wieder 
auf 5,9. Bei der Regeneration tritt wieder der umgekehrte Verlauf ein: 
Erst geht die Carotinsynthese schneller vonstatten (vgl. v. EULER u. 
Hetistr6m, 1929) als die des Xanthophylls, spater ist es umgekehrt. 
Fettsaiureester der Carotinoide, die bei der herbstlichen Laub- 
verfarbung sehr verbreitet auftreten, konnten wiahrend dieser Versuche 
in keinem Fall beobachtet werden, obwohl in den Algen doch gleichzeitig 
mit dem Farbstoffabbau groBe Mengen Neutralfett synthetisiert wurden 
(Tab. 1). Es handelt sich in beiden Fallen offenbar um verschiedene 
Vorginge. 

Tabelle 4. Chlorella pyrenoidosa. Abbau der Chloroplastenfarbstoffe bei Dauerlicht 

im Stickstoffmangel. 


Alter Chlorophylle a a+b Carotinoide * 6 
je Zelle 3 z je Zelle reer 

Tage 10-44 g b UC 10-14 g K 

a at el a ae el ao IR le SS lL ee eT pease 

0 27,2 6,5 8,5 3,2 3,2 
4 11,2 3,5 5,1 2,2 4,9 
6 6,1 2,9 4,0 1,5 6,6 
10 2,6 2,4 2,5 1,0 6,9 
15 1,4 2,2 1,5 0,93 7,6 
25 0,75 2,5 1,36 0,56 15,6 
39 0,20 5,6 0,69 0,29 7,0 
57 0,10 5,8 0,70 0,15 5,9 
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In einem weiteren Versuch wurden die Kulturen beim Auftreten der 
Stickstoffmangelerscheinungen verdunkelt. Nachdem der Nahrlésung 
1,5%, Saccharose zugesetzt und die Beimischung von CO, zur Durch- 
liiftung eingestellt war, wurden die Algen 7 Tage lang im Dauerdunkel 
gehalten und auf Veranderungen der Farbstoffe untersucht (Tab. 5). Ein 
nennenswerter Verlust an Farbstoffen oder eine wesentliche Verschiebung 
in der Zusammensetzung wurde wahrend dieser Zeit nicht beobachtet. 


Tabelle 5. Chlorella pyrenoidosa. 
Farbstoffgehalt einer Kultur, die 


nae welt binniee wre nach 5 Tagen Anzucht im Dauer- 

licht (Temperatur 25°C) bei den 

5 18,9 ersten Anzeichen von Stickstoff- 

6 16,5 mangel unter Zusatz von 1,5% 

7 17,4 Saccharose zur Nahrlésung im 

10 16,4 Dauerdunkel (Temperatur 18°) 
12 16,6 weitergezogen wurde. 


Besprechung der Versuche. 


In den vorstehend beschriebenen Versuchen wurde bei Chlorella 
pyrenoidosa unter Stickstoffmangelbedingungen ein Abbau der Farb- 
stoffe beobachtet, bei dem — wenigstens zu Anfang — stets die 
weniger oxydierten Farbstoffe am stirksten angegriffen 
wurden. Dies legt die Vermutung nahe, da die Zerstérung der Farb- 
stoffe durch Oxydationen begonnen wird. DaB im Dunkeln der Stickstoff- 
mangel bei Chlorella nicht zum Farbstoffabbau fiihrte, zeigt eindeutig, 
daB es sich um eine Lichtschidigung handelte. 

Auf ganz ahnliche Verhaltnisse beim Abbau der Chloroplastenfarbstoffe lassen 
die Werte schlieBen, die Eain (1944) von héheren Pflanzen nach Behandlung mit 
UV-reichem Licht erhielt. Nach den Ergebnissen von WANGERMANN und Lacny 
(1952) mu man annehmen, daB es neben dem photochemisch stark wirksamen kurz- 
welligen Licht das gebildete Ozon gewesen ist, das die Zerstérung der Farbstoffe in 
Kates Versuchen einleitete. Eatz konnte ferner zeigen, daB es in einigen héheren 
Pflanzen bei Dauerdunkelheit zu einem Farbstoffabbau mit ahnlichen GesetzmaBig- 
keiten wie in den vorstehend genannten Versuchen kommt. Offenbar greifen diese 


Pflanzen in Hungerperioden auch die Chloroplastenfarbstoffe oxydativ an. 
b | 


In unseren Algenversuchen sank gleichzeitig mit dem Farbstoff auch 
der Kiweifgehalt der Zellen (siehe Tab. 1). Es liegt nahe, hier Zusammen- 
hinge zu suchen, da in den Chloroplasten vermutlich eine — wegen der 
leichten Extrahierbarkeit wohl nur lockere — Bindung der Farb- 
stoffe an Kiweibstrukturen besteht. Ein stéchiometrisches Verhilt- 
nis, das z. B. E. L. Smrrn (1941) und Stperts (1947) annehmen, ist 
allerdings — wie unten noch niher ausgefithrt wird — kaum zu erwarten. 
Selbst wenn man nur die Abnahme des Farbstoff- und EiweiBgehaltes der 
Zellen nach Kinstellung der Zellteilungen, in unseren Versuchen vom 
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6. Tag an, jeweils zu einander in Beziehung setzt, findet man kein kon- 
stantes Verhaltnis. Da neben dem Chlorophyll auch die stickstoffreien 
Carotinoide angegriffen werden, kann es sich nicht um direkte Aus- 
wirkungen des fehlenden Stickstoffs handeln, sondern es muB eine 
Sekundarerscheinung sein, die vielleicht auftritt, weil Fermente oder 
HiweiBtrager der Farbstoffe, die dem VerschleiB unterliegen, nicht ersetzt 
werden kénnen. Ausreichend mit assimilierbarem Stickstoff versorgte 
Pflanzen enthalten auch bei starker Beleuchtung viel Farbstoffe (StDERIS 
u. Young, 1947). Da der Stickstoff als solecher nicht wirksam werden 
kann, mu es HiweiB sein, das die Farbstoffe gegen Licht- 
schadigung stabilisiert. Auf der anderen Seite wei man aber, da8 
unter den héheren Pflanzen Sonnenpflanzen weniger Farbstoff enthalten 
als Schattenpflanzen (SEYBOLD, 1934; BrcK, 1938 u.a.); auch die der 
Sonne ausgesetzten Blatter eines Baumes sind farbstoffirmer als die 
Schattenblatter. Setzt man Schattenpflanzen oder Schattenblatter 
starkem Licht aus (MontFort, 1941; GEssNER u. D1EHt, 1951), so 
bleichen die Chloroplastenfarbstoffe zum Teil aus. Beide Erscheinungen 
lassen sich nun leicht miteinander in Verbindung bringen. 

Gewif sind die Chloroplastenfarbstoffe auch in den Pflanzen nur so 
lange stabil, als die von ihnen absorbierte Energie innerhalb einer ge- 
wissen Zeit abgeleitet werden kann. Wenn wir nun als Acceptor einen in 
den vorbeschriebenen Versuchen wirksamen Eiweifkorper, Trager- 
substanz oder Ferment, annehmen, der die absorbierte Energie womég- 
lich gleich auf energiereiche Phosphat- oder Mercaptanverbindungen 
ubertragt, so waren damit sowohl die vielfach beobachteten stabili- 
sierenden Kigenschaften des Stickstoffs auf die Farbstoffe als auch deren 
erwiesene Lichtempfindlichkeit bei Mangel an Stickstoff erklirt. Dieser 
EiweiBkoérper stellt mithin einerseits den begrenzenden Faktor fiir die 
Kohlensaureassimilation dar, denn von seiner Fahigkeit hangt es ab, 
wieviel Lichtenergie je Zeiteinheit chemisch gebunden werden kann; 
zum zweiten bestimmt er in Wechselwirkung mit dem Licht den Farb- 
stoffgehalt der Chloroplasten. Bei geringem Quanteneinfall reicht sein 
Ubertragungsvermégen zur Stabilisierung einer groBen Zahl von Chloro- 
phyllmolekeln aus. Dagegen wird sein Ubertragungsvermégen bei 
groBem Quanteneinfall infolge starker Beleuchtung bereits durch die 
Energie, die von nur einem Teil der Farbstoffmolekein absorbiert wird, 
voll in Anspruch genommen. Die von den restlichen Molekeln auf- 
genommene Energie kann nicht abgeleitet werden, die betreffenden 
Molekeln sind nun inaktiv. Es tritt demnach ein Gleichgewicht ein 
zwischen der Energie, die durch noch aktive Molekeln aufgenommen 
wird, und der Energie, die abgeleitet und chemisch gebunden werden 
kann. Die Inaktivierung, die wohl eine Vorstufe zur Zerstérung darstellt, 
kann unter fiir den Nachweis giinstigen Bedingungen beim plétzlichen 
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Umschalten von Stark- auf Schwachlicht bis zu 30 min lang beobachtet 
werden (STEEMANN NIELSEN, 1942 u. 1949). Auch von WarBurRG und 
Mitarbeitern (1951) mitgeteilte Untersuchungsbefunde kénnen ab- 
weichend von der Deutung der Autoren als Nachweis von Farbstoff- 
molekeln angesehen werden, deren Inaktivierung durch vorhergegangenes 
stirkeres Licht im Schwachlicht noch 2—3 min lang nachwirkt. Unter 
anhaltenden Starklichtbedingungen wird dann also nur ein Teil der 
absorbierten Energie wirklich perzipiert. 


Damit besitzt die Pflanze neben der Ausgestaltung der Epidermis 
(Binnine, 1947; Montrort, 1950), der Blattorientierung (z. B. Lactuca 
serriola und Eucalyptus) und der Chloroplastenanordnung (STEEMANN 
NIELSEN, 1940) eine weitere Méglichkeit zur Adaptation an das Licht. — 
Stickstoffmangel beeintrachtigt die Erginzung des Eiweifkérpers, der 
offenbar einer Abnutzung unterliegt. Bis zur Erreichung eines neuen 
Gleichgewichtes werden weitere Farbstoffmolekeln inaktiv. Genetische 
Unterschiede in der Menge oder den Fahigkeiten dieser EiweiBk6rper 
wirden neben den genannten anderen Eigenschaften die bekannten, 
erblich fixierten Unterschiede zwischen Licht- und Schattenpflanzen 
(HARDER, 1933) bedingen. Auf diese Weise wird es schlieBlich auch ver- 
staéndlich, warum der Chlorophyllgehalt normalerweise so wenig Be- 
ziehungen zur ,,Photosyntheserate“ zeigt (WILLSTATTER u. STOLL, 1918). 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


In Stickstoffmangelkulturen von Chlorella pyrenoidosa wurde das 
Verhalten der Farbstoffe beim Ausbleichen durch das Licht verfolgt. 
Dabei wurden die Chlorophylle stirker angegriffen als die Carotinoide; 


i b 
das Verhaltnis ee sank von 8,5 auf 0,7. Sowohl unter den Chloro- 


phyllen als auch unter den Carotinoiden wurden die weniger oxydierten 
Komponenten schneller abgebaut. Xanthophyllester traten nicht auf. 
Kin stéchiometrisches Verhiltnis zwischen dem Farbstoffabbau und dem 
gleichzeitigen Absinken des EiweifSgehaltes konnte nicht beobachtet 
werden. Auf Zusatz von Stickstoffverbindungen stieg der EiweifSgehalt. 
wieder an, und die Farbstoffe wurden zuriickgebildet, ohne daB es zu 
Zellteilungen kam. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Gottingen.) 


Uber die Organisation der Cyanophyceenzelle*. 


Von 
EVA MARIA VON ZASTROW. 


Mit 27 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 2. Januar 1953.) 


Gegentiber der bekannten ,,klassischen‘‘ Auffassung vom Bau der 
Cyanophyceenzelle (BAUMGARTEL, 1920, GEITLER, 1932, 1936)? ist DRa- 
WERT (1949, hier auch Diskussion der neueren Literatur) durch eigene 
Beobachtungen an Oscillatoria Borneti und durch Literaturstudien zu 
einem wesentlich anderen ,,méglichen Bild‘‘ der Struktur der Blaualgen- 
zelle gekkommen: : 


Die gesamte plasmatische Grundsubstanz ist chlorophyllhaltig. Der Chromidial- 
apparat ist bei normalen Oscillatorien, Anabaena- und Tolypothrix-Arten in den 
Mitte der Zelle in plasmatische Grundsubstanz eingebettet, bei Oscillatoria Borneti 
finden sich statt dessen nur einzelne Koérnchen, die mit der FrutaEen-Methode 
eine positive Nuclealreaktion geben; vereinzelt bleibt auch diese aus. ,,Mit Zellsaft 
gefiillte Vacuolen besitzen die Cyanophyceen in ihrer normalen Ausbildung nicht: 
In gewisser Beziehung kann man nur die Zentralsubstanz (= Endoplasten) als 
ein System von Vacuolen betrachten, die aber nicht mit Zellsaft, sondern mit emen 
Gel — wahrscheinlich vorwiegend Glykogen — gefiillt sind. Diese meist in der 
Zellmitte liegende farblose Zentralsubstanz bedingt die schwachere Pigmentierung 
des zentralen Zellteils und verfiihrt so zur Unterscheidung zwischen Chromato: 
plasma und farblosem Centroplasma. Bei Oscillatoria Borneti fillt die Zentralsub- 
stanz die ganze Zelle aus und bedingt so die Keritomie‘ (S. 196). Eine Verwach- 
sung von Plasma und Zellmembran soll fiir das Fehlen normaler Plasmolyse ver: 
antwortlich sein. Die bisher beobachtete Plasmolyse wird als letale Erscheinung ge: 
deutet, und deshalb wird die Méglichkeit abgelehnt, mit Hilfe der Grenzplasmolyse 
den osmotischen Wert der Zelle zu bestimmen. Der Turgor der Cyanophyceenzelle 
soll weitgehend auf einem Quellungsmechanismus beruhen. Bei mit Eau de Javelle 
abgetoteten Zellen konnte mit Alkohol in den leer erscheinenden Zellen ein ,,un. 
begrenzt quellbarer Stoff*, die ,, Quellsubstanz‘, festgestellt werden, der glykogen 
haltig sein und sich vorwiegend im zentralen Teil der Zelle befinden soll. Das ver 
schiedene Verhalten von benachbarten Zellen wird damit erklart, daB alle Ent 
wicklungszustande, die bei den héheren Organismen auf die Embryonal-, Strek 
kungs- und Dauerzone spezifisch beschriinkt sind, hier beliebig verteilt in einen 
Faden vorkommen. 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat in Gottingen 

* Wo GerTLER von Chromatoplasma, Centroplasma und Endoplasten spricht 
finden sich in der franzésischen Literatur nur zwei Begriffe: la couche cortial 
(Rindenzone) und le corps central (Zentralkérper) (GUILLIERMOND, 1906, 1926, 1933 


DanauarD, 1933 u.a.). Ein Begriff, der dem Centroplasma Grrriers entspricht 
fehlt. 
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Durch die nachstehenden Untersuchungen soll an einer groBeren An- 


zahl von Arten versucht werden, die in der Literatur vorliegenden Wider- 


spriiche zu klaren. 


I. Experimenteller Teil. 
A. Methodisches. 


Die Algen stammen aus der Umgebung Géttingens, dem Taunus und aus afrika- 
nischen Erdproben. 


Chroococcales: Chroococcaceae: Aphanothece Naegelii Wartm.; Entophy- 
salidaceae: Chlorogloea microcystoides Geitler. Hormogonales: Oscillatoria- 
ceae: Oscillatoria’ animalis Ag., O.limosa Ag., O. brevis (Kiitz.) Gom., O. sancta 
(Kiitz.) Gom., O. pseudogeminata G. Schmid, O. Okeni var. gracilis, Lyngbya aeru- 
gineo-coerulea (Kiitz.) Gom., L. Martensiana Menegh., L. maior Menegh., Phormi- 
dium lividum Nag., Ph. viride (Vauch.) Lemm., Ph. papyraceum Gom., Ph. unci- 
natum Gom.; Nostocaceae: Nostoc calcicola Bréb., N. microscopicum Carm., Ana- 


_baena variabilis Kiitz., A. cylindrica Lemm., Cylindrospermum maius Kiitz., C. 


alatosporum F. E. Fritsch; Scytonemataceae: Scytonema Hofmannii, var. sym- 
plocoides (Reinsch) Born. et Thur.?, Tolypothrix tenuis Kiitz., T. distorta Kiitz.; 
Stigonemataceae: Fischerella thermalis (Schwabe) Gom.; Rivulariaceae: Gloeo- 


—trichia Pisum Thuret, Calothrix marchica Lemm. 


Die Algen wurden moéglichst artrein zum Teil auf Agar-Platten mit 
Kwopscher Nahrlosung (GEITLER, 1932), meistens aber in Erdabkochung 


(/, Erde, ?/, Wasser 4 Std im Dampftopf gekocht, abgeschiumt und 


3mal sterilisiert), auf Ballen von gereinigter Glaswolle gezogen; die L6- 
sung wurde im Sommer leicht verdiinnt, im Winter direkt verwendet. 


Als Farbstoffe wurden verwendet: Methylenblau X, Neutralrot Y, Pyronin B, 
Methylgriin B’, Rosanilin B, Victoriablau B, Acridinorange B, Acridin B, Aura- 
min R, Trypaflavin H, Na-Fluorescein R, Primulin B. (Herkunft: B = Bayer, 
H = Hochst, R = Riedel, X = stand. Praparat Behringwerke Nr. 335169, Y = 
stand. Praiparat Behringwerke Nr. 333790). Konzentrationen der Diachrome: 1: 100; 


~1:1000; der Fluorochrome 1:10000 (SrruceEr, 1949) und hdher. Einstellen und 


puffern der Farblésung mit Phosphaten (SrruccER, 1949). Der py-Wert wurde 
mit der Chinhydronelektrode, im alkalischen Bereich mit Bayer-Indicatorpapier 
bestimmt. 


Cytochemische Teste: Desoxyribonucleinsiure wurde mit Hilfe der Frut- 
GEN-Methode und der Methylgriinessigsiurefarbung bestimmt, Ribonucleinsdéure 
mit der Pyroninfarbung. Zum Glykogennachweis diente Jod-Jodkalium, auBerdem 
wurde die Baver-FruLGEN-Methode und der Nachweis nach Gomori verwandt 
(s. Grick, 1949). Fixiert wurde mit 96%igem Alkohol, sofern nicht anders ver- 
langt (Glykogen-Nachweis). Hydrolysiert wurde mit 1n HCl und 20%iger Tri- 
chloressigsiure. Zur Fallung der Nucleoproteide diente */,; mol La(NOs)s. 


1 Trotz aller Sorgfalt lieB sich bei den Oscillatorien eine gewisse Unsicherheit 
der Benennung der Arten nicht immer vermeiden. : 

2 Die Art wurde mir dankenswerterweise von Herrn Prof. STEINECKE tiber- 
lassen. 

3 Aus der 1% igen Farbstofflosung wurde das verunreinigende Methylviolett mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Auf 100 cm? Farblésung kommen 0,75 cm® Hisessig. 
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B. Ergebnisse. 


1. Die Zentralsubstanz. 


Zu den nachstehend angewandten Farbungen ist vorauszuschicken, daB durch 
Diachrome, die meist verhaltnismaBig konzentriert verwendet werden miissen, 
leicht letale Erscheinungen bewirkt werden kénnen. Das gilt weniger von Fluoro- 
chromen, die erfahrungsgemaB in schwacheren Konzentrationen benutzt werden 
kénnen (SrruacErR, 1949, Bogen, 1953). Bei den Fluorochromen ist der Farbstoff 
bekanntlich in der lebenden Zelle zunachst nur im Fluorescenzmikroskop nach- 
weisbar; das Hellfeldbild ist unverandert. Dies hat den sehr groBen Vorteil, an 
ein und demselben Objekt bei staéndigem Wechsel der Optik und Vergleich beider 
Bilder die Farberesultate genau beurteilen zu kénnen. : 


Mit Methylenblau (Hellfeld) und Acridinorange (Fluorescenzbild) farb- 
ten sich in allen Fallen eindeutig genau die gleichen Zellstrukturen, wo- 
bei das Acridinorange trotz gréBerer Verdiinnung das exaktere, farben- 
kraftigere Bild lieferte. Gefarbt wurden 
genau die Zellbestandteile, die in 
der Literatur als Zentralkérper oder 
Zentralsubstanz bezeichnet werden. 
Nachstehend wird immer der Ausdruck 
,,Zentralsubstanz* benutzt, weil er 
am wenigsten durch Interpretation vor- 
belastet ist. 


H Vor Anwendung von fluorescierenden Farb- 

Abb. 1. Oscillatoria Okeni, var. gracilis.  stoffen muBte zunachst gepriift werden, wie sich 

serthoraatite 2:3000; lied. Ge ungefarbte Cvanophyeeensele im Fluotes 

schwiicher gefiirbten zentralen Bereiche Cenzlicht verhalt. Bei Oscillatorien zeigte sich 

(Z) des Hellfeldes sind mit der Zentral- nureine matt bordeauxrote Chlorophyllfluo- 

subst. (2.8) im Fluorescenzbildidentisch. ypescenz, die im Zentrum deutlich schwacher 

war als an der Peripherie. Ob das Zentrum 

schwacher pigmentiert ist oder ob nur das dariiber- bzw. darunterliegende Plasma 

allein fluoresciert, war bei der Kleinheit der Objekte normalerweise nicht zu ent- 
scheiden. 

Zur Fluorochromierung wurde mit Acridinorange (StruGGER, 1949) 1:10000 im 
UberschuB gefarbt; Farbezeit 10—20 min, bei groBen Schleimmassen linger. Im 
sauren Bereich fluorescierte die Membran kupferrot. Da dieser die sonstige Farbung 
beeintrachtigende Effekt um py 5 abnahm und bei pa 7 verschwunden war, wurde 
im neutralen Bereich gefirbt, nur bei Chroococalen bei Px 8, weil hier die Mem- 
bran bis zu px 7 fluorescierte. 


Abb. 1 gibt das Farbeergebnis an Oscillatoria Okeni var. gracilis wieder; 
die im Hellfeldbild (H) schwach gefirbten bis farblosen Bereiche (Z) 
zeigten im Fluorescenzbild (#7) intensive, wenn auch nicht vollig gleich- 
mafbig gelb-griine Farbe (ZS). Der fluorescierende Bereich, die Zentral- 
substanz!, hob sich eindeutig vom iibrigen Zellumen ab. Die Chloro- 
phylifluorescenz war wegen der starkeren Lichtintensitaét der Fluor- 
escenzfarbung nicht mehr wahrnehmbar. In gleicher Weise — Acridin- 


* Sie kann bei Oscillatoria Okeni var. gracilis auch wesentlich anders geformt sein. 
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orangefarbung mit laufender Hellfeldkontrolle — wurde bei allen 27 Arten 
_Vorkommen und Form der Zentralsubstanz untersucht. Es zeigte sich, 
dafs jede normale Blaualgenzelle eine Zentralsubstanz besitzt. Diese kann 
aber, was vorweggenommen sei, betriichtlich variieren und ist in ihrer 
Ausbildung fiir die einzelnen systematischen Gruppen charakteristisch. 


Form der Zentralsubstanz bei einzelnen systematischen Gruppen. 


In Oscillatorien-Zellen (Abb. 2) hatte die Zentralsubstanz meist 
eine geschlossene, etwa der Zellform entsprechende Gestalt (Abb. 2a,d,f), 
seltener war sie stark ausgebuchtet bis wabig (Abb. 2e), kugelig (Abb. 2c) 
oder in mehrere Partikel aufgelést (Abb. 2b); der Teilungszustand hatte 
x-Form. Die hellen bis farblosen Bezirke des Hellfeldes entsprachen 
genau den gelb-griin fluo- 
rescierenden Stellen. 

Die von Konu(1891)u.a. be- 
schriebenen .,, Plasmodesmen “‘ 
erscheinen so als Spitstadien 
der Zellteilung, denn nach be- 
endigter Zellteilung fand ich, 
daB die Quermembran véllig 
geschlossen aussah. 

In der Langsrichtung der Zel- 
len war die Zentralsubstanz rela- 


tiv glatt begrenzt, zu den Quer- Abb. 2. Verschiedene Formen der Zentralsubstanz im 

membranen hin, wo das Plasma Fluorescenzmikroskop nach Farbung mit Acridinorange 

deutlich schmaler war, sah man 1:10000. a Phormidium viride, b Phormidium papyraceum, 

Morcuiselt feine. Forteatze c Phormidium uncinatum, d Oscillatoria limosa, e Oscilla- 
k toria brevis, f Oscillatoria limosa, Queransicht. 


_ BeiChroococcalen stell- 
te die Zentralsubstanz immer eine zusammenhangende Masse dar, die 
der Zellform entsprach. Im Teilungszustand war sie in der Mitte ein- 
geschniirt. Gegen das Chromatoplasma war sie nicht scharf begrenzt, 
Bei den Rivulariaceen unterscheiden sich die jungen Hormogonien kaum 
von Oscillatorien (Abb. 3a); alle Zellen sind teilungsfahig. Bald aber wird die 
endstandige Heterocyste erkennbar, und bei alteren Trichomen beschrankt sich 
dann die Zellteilung auf eine ,, meristematische Zone“ (pz Bary, 1863, SCHWEN- 
DENER, 1894) (Abb. 3b). Aus deren Zellen entwickeln sich in polarem Gegensatz 
einerseits die mit kérniger Substanz gefiillten Dauerzellen, andererseits die vacuoli- 
sierten Spitzenzellen. Im Endzustand (Abb. 3c) ist keine meristematische Zone 


mehr zu erkennen. 

- Die Zentralsubstanz entsprach bei jungen Rivulariaceen-Tricho- 
men und in der meristematischen Zone alterer Faden dem Oscillatorien- 
typ (Abb. 4a). In der Dauerzelle (Abb. 4b D) und in den ihr benach- 
barten Zellen lag sie hingegen weitgehend in Grana vor (Abb. 4b, 5a ZSg). 
Diese Grana deckten sich aber nicht mit der im Hellfeld erkennbaren 
Kornelung, den Cyanophycinkérnern (Abb. 4b Cy). In der Hetero- 
cyste (He) bildete die Zentralsubstanz eine zusammenhiingende Masse 
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s 
(Abb. 4a F und 4b F), und in den Spitzenzellen war sie annahernd hantel- : 
formig (Abb. 5b) oder weitgehend reduziert (s. S. 182). 


meristematische Zone 


Abb. 3, Gloeotrichia Pisum. a junges Trichom, nur 
die Heterocyste (He) ist bereits von den iibrigen 
vegetativen Zellen zu unterscheiden. db iilteres Tri- 
chom, um die sich gerade bildende Dauerzelle (D) 
hat sich eine Schleimscheide, das Manubrium (Ma) 
gebildet. Die Teilungsfihigkeit ist auf cine meri- 
stematische Zone beschriinkt. ¢ altes Trichom, in 
dem keine Zellteilung mehr stattfindet ; die Hetero- 
cyste enthiilt eine Vacuole (V), die Dauerzelle u. d. 
Nachbarzellen enthalten Cyanophycinkérner (Cy). 


Bei Nostocaceen zeigte die | 
Zentralsubstanz bei Zwischen- . 
stufen von vegetativen Zellen zu 
Dauerzellen alle oben beschrie- | 
benen Formen und deren Uber- | 


gange bis zur Aufteilung in Grana | 
(Abb. 6). ; 


Fischerella thermalis (Stigonema- 
taceae) besitzt als verzweigte Form 
(stellenweise zweireihig) Hauptfaden — 
aus rundlichen, ,,torulésen‘ Zellen mit | 
dicken Membranen und Scheiden, Sei- 
tentrichome aus rechteckigen Zellen 
und oscillatorien-ahnliche Hormogo- 
nien. In den Zellen der Hauptfaiden 
und den anschlieBenden der Seiten- 
faden sind Vacuolen haufig. 


Abb. 4. Gloeotrichia Pisum. Acridinorangefir- 
bung 1:10000. Hellfeld- (H) und Fluorescenz- 
bild (#). a junges Trichom mit teilungsfihigen 
Zellen; Zentralsubstanz (ZS) als geschlossener 
Kérper. 6 ailteres Trichom, Zellen nicht mehr 
teilungsfihig. Zentralsubstanz (ZS) in Form 
von Grana (ZSq); He Heterocyste, V Vacuole, 
D Dauerzelle, Ma Manubrium, 
Cy Cyanophycinkorn. 


Die Zentralsubstanz der Hormogonien (Abb. 7c) und der Spitzen der Seiten- 
trichome (Abb. 7b) von Fischerella thermalis entsprach dem Oscillatorientyp. In 
alteren Seitentrichomen bildete die Zentralsubstanz mehrere unregelmaBige, von 
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zahlreichen Grana umgebene Partikel (Abb. 7a). In den vacuolisierten, torulésen 
Zellen gab es nur noch Zentralsubstanzgrana, die jedoch auch hier nicht mit den 
Cyanophycinkérnern des Hellfeldes identisch waren. 


Bei Scytonema Hofmanni (Abb. 8) zeigten die wachsenden Trichomspitzen kom- 
pakte Zentralsubstanz, die alten Zellen zahlreiche Grana. 


Abb. 5. Calothrix marchica. Acridinorangefarbung 1:10000. 

Fluorescenzbild. a basaler Teil eines alteren Trichoms, deut- 

liche Aufteilung der Zentralsubstanz in Grana. b Spitzenzellen 
mit + hantelf6rmiger Zentralsubstanz. 


Abb. 6. Anabaena variabilis. Acridinorangefarbung 1:10000. 

Fluorescenzbild. Umwandlung der kompakten Zentralsubstanz 

in einzelne Grana (ZSg) beim Ubergang von der vegetativen 
Zelle zur Dauerzelle (D). 


Abb. 5. Abb. 6. 


Aus der Gesamtheit der Untersuchungen an allen 27 Arten ergab sich 
tibereinstimmend, da die Form der Zentralsubstanz bei den hodher 
differenzierten Cyanophyceen vom Alter der Zellen abhangt. Abb. 9 gibt 
schematisch die Verteilung des Aussehens der Zentralsubstanz in den 


Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Fischerella thermalis. Acridinorangefarbung 1:10000. Hellfeld- (H) und Fluorescenzbild (/’). 
a Alteres Seitentrichom, Zentralsubstanz (ZS) in viele verschieden groBe Partikelchen aufgeteilt. 
b Seitentrichomspitze, Zentralsubstanz noch als geschlossener K6rper, und ¢ Hormogonium 
und Cy Cyanophycink6érner. 


Abb.8. Scytonema Hofmannii. Acridinorangefarbung 1:10000. Fluorescenzbild. a Junge Trichom- 
spitze mit fast einheitlicher Zentralsubstanz. b Alte Zellen mitin Grana zerfallener Zentralsubstanz. 


verschiedenen Regionen eines Fadens wieder. Im Bereich sténdiger 
Zellteilung, bei den Hormogonien, den weiterwachsenden Trichomenden 
und in der meristematischen Zone bildet sie einen zusammenhangenden 
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Komplex. Mit zunehmendem Alter gliedert sie sich mehr und mehr auf, 


bis sie vollig in Grana zerteilt ist. 

Die gelb-griine Fluorescenz der Zentralsubstanz ging nach einiger Zeit in eine 
kupferrote Farbe iiber. Die SrruacERsche Deutung dieser Umfarbung als Konzen- 
trationseffekt ist heute umstritten; bereits Hérter, Torn und Lunan (1949) 
nehmen verschiedene Bindungsarten des Farbstoffes an, und BoGEn (1953) wendet 
sich nachdriicklich gegen StruacERs Auffassungen. Bei Oscillatorien farben sich 
Kinzelzellen bis ganze Faden in dieser Weise um, bei Fischerella thermalis beginnt, 
die Verinderung immer mit den Hormogonien. Bei Scytonemataceen verfarben sich 
zuerst die Trichomspitzen. In all diesen Fallen wurden auch die Randteile der 
Zellen, das Chromatoplasma, rotstichig; doch waren auch nach diesem Farbum- 
schlag Zentralsubstanz und Chromatoplasma stets miihelos durch die unterschied- 
liche Farbintensitét zu unterscheiden. 


vegetative Zellen 


Zell- ; 
J - 
Heterocyste ae “4 feilung 

Alterung 


Abb. 9. Schematische Darstellung des Vorkommens und der Form der Zentralsubstanz in einer 
fadenférmigen Cyanophycee. 


Bei Farbung in stark alkalischem Bereich zeigten sich 6fters in Zellen mit gelb- 
griin fluorescierender Zentralsubstanz rote Partikelchen. Ihre Natur konnte nicht 
ermittelt werden; auch genaueste Vergleiche mit dem Hellfeld hatten keine Er- 
gebnisse. Diese Beobachtung konnte nur an Nostocaceen und verzweigten Formen 
gemacht werden. Cyanophycinkérner blieben bei Acridinorangefarbung in der 
Regel ungefarbt. Die Nekriden (Konkavyzellen), d. h. abgestorbene Zellen, fluores- 
cierten homogen, zuerst gelbrot, spaiter kupferrot und zeigten keine Innenstrukturen. 


2. Die Vacuolenbildung bei Cyanophyceen. 

Daf den Blaualgen im allgemeinen die Vacuole fehlt, wertet GEITLER 
(1922 ff.) als ein charakteristisches Merkmal. Wo gelegentlich doch Vacu- 
olen auftreten (z. B. in Haarzellen der Rivulariaceen), gilt das als Degene- 
rationszeichen (GEITLER, 1936) oder soll mit dem extremen Lingen- 
wachstum dieser Zellen zusammenhingen (Kistpr, 1935). Trotzdem 
enthalt die Literatur zahlreiche Mitteilungen iiber Vacuolen bei Cyano- 
phyceen. 

Am haufigsten wurden Vacuolen im Anschlu8 an Neutralrotfarbung beob- 
achtet, woraus man schloB, daB sie erst durch die Farbung entstehen (GUILLIER- 
mMoND, 1926, 1933, BeckER und BEckERowa, 1937, SCHONLEBER, 1937, Dueut, 
1946 ff., u. a.). ZACHARIAS (1890) beobachtete ihre Bildung bei Dunkelkulturen. Sel- 
tener sind Angaben iiber normalerweise vorgefundene Vacuolen: Prat (1925) fand 
sie in alten Zellen von T'olypothrix, SCHONLEBER (1937) groBe in den Spitzenzellen 
von Scytonema javanicum. Solche Beobachtungen gelten aber als Ausnahmen, die 
durch AuBenfaktoren bedingt sind. Duaut (1949) spricht sogar von Pseudovacuolen, 
die den Vacuolen aller héher stehenden Pflanzen nicht homolog sein sollen. Dafiir 
sprache besonders, da diese Vacuolen keinen Niederschlag enthielten. Auch Dra- 
WERT spricht ganz allgemein vom ,,Nichtvorhandensein von Zellsaftvacuolen‘’ und 
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3 einer »ganz allgemein hohe(n) Viscositaét des Cyanophyceenprotoplasten‘; denn 
»nie wurde in irgendeinem Teil der lebenden Blaualgenzelle Brownsche Mole- 
kularbewegung, nie Plasmastroémung beobachtet‘ (1949, 8. 166). Fehlende 
Plasmastré mung — als Zeichen hoher Viscositat — konnte ich an meinen Algen 
bestatigen. Da8 eine zufallig eingerissene Zelle von Fischerella thermalis nicht aus- 
lief, sondern einen starren, festen Plasmainhalt zeigte, liegt m. E. auch wohl mehr 
an dieser hohen Plasmaviscositat, als an der Folge des Wundreizes. 

Zu untersuchen war 1. ob es Cyanophyceen gibt, bei denen Vacuolen 
stets im Lauf der normalen Entwicklung vorkommen, und 2. ob und 
unter welchen Bedingungen solche Cyanophyceen, die normalerweise 
keine Vacuolen besitzen, vielleicht doch unter besonderen Verhaltnissen 
solche bilden kénnen, und ob das experimentell zu erreichen ist. 


a) Vorkommen von Vacuolen im normalen Entwicklungsgang. 

Es zeigte sich bald, daB gewisse Cyanophyceen stets Vacuolen be- 
sitzen. Am groBten waren sie in den torulésen, also alten Zellen der Haupt- 
faden von Fischerella thermalis (Abb. 10), teilweise auch im basalen Ab- 
schnitt der Seitenfaiden. In allen Jahreszeiten hatten die Faden normale 
griine Farbung und sténdig Vacuolen, in de- 
nen haufig heftige Brownsche Molekularbe- 
wegung ein bis mehrerer Partikelchen auf- 
fielen (Abb.10a H). Nach Farbung mit Acri- 
dinorange (im basischen Bereich) fluorescier- 
ten die Vacuolen von Fischerella thermalis 
kupferrot. Die gelb-griin leuchtende Zen- 
tralsubstanz lag in Form von Grana vor 
(Abb.10 Ff), die je nach Lage der Vacuole 
dieselbe ganz umgaben oder ihr halbmond- 
formig angelagert waren. Gegentiber jungen, 
unvacuolisierten Zellen machte die Zentral- 
substanz in solchen alten Zellen einen nur ge- 


Abb. 10. Fischerella thermalis. Acridinorangefarbung 1:10000. 
a Hellfeld- (H) und Fluorescenzbild (Ff). In alten Zellen mit 
Vacuolen (V) liegt die Zentralsubstanz (ZS) — meist in Form 
yon Grana — um dieselben herum; die Cyanophycinkérner(Cy) 
sind mit diesen Grana nicht zu identifizieren; im Hellfeld 
waren in den Vacuolen Partikelchen zu erkennen, die BROWN- 
sche Molekularbewegung vollfiihren. 6 Fluorescenzbild mit 
Cyanophycinkorn (Cy). 


ringen Teil des Zellvolumens aus; in jiingeren Zellen mit Vacuolen bildete 
sie noch einen zusammenhangenden Komplex, de sich erst in Grana auf- 
zuteilen begann (Abb. 10b). Die Cyanophycinkorner blieben nach Acridin- 
orangebehandlung ungefirbt und zeichneten sich als dunkle Flecken von 
der Zentralsubstanz ab (in der Abbildung hell auf dunklem Grund). 

Die Rivulariacee Gloeotrichia Pisum (Abb. 11) zeigte in den Haarzellen 
viele kleine Vacuolen, durch die der Protoplast ein netzformiges Aussehen 
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bekam, oder einen groBen zentralen Zellsaftraum. Die Zellsaftblase 
waren hier nicht rundlich, sondern ausgesprochen eckig; das Plasma 
ragte zuweilen kantig in sie hinein. 


Die gelb-griin fluorescierende Zentralsubstanz war in diesen Zellen in viele 
kleine Partikelchen aufgeteilt (Abb. lla F), oder sie lag in langgestreckter Form 
im randstandigen Plasma (Abb. 11b F), 


Sie war jeweils nur bei einer bestimmter 
optischen Einstellung sichtbar und schien 
hier demnach reduziert zu sein. 

Bei Fischerella thermalis wie Cloedh 
trichia Pisum traten Vacuolen of- 
fensichtlich erst in einem ge- 
wissen Altersstadium auf. Die 
vacuolisierten Zellen zeigten nie Tei- 
lungsstadien und lagen auBerhalb der 
Wachstumszone. 

Kamen bei Fischerella thermalis in alte- 
ren Trichomteilen trotzdem Zellteilungen 
vor — wodurch die Faden stellenweise 
zweireihig wurden —, so handelte es sich 
dabei stets um unvacuolisierte Zellen mit 
kompakter Zentralsubstanz ohne beging 
nende Granulation. 


Es gibt also Cyanophyceen, 
Abb. 11. Gloeotrichia Pisum. Acridinorange- hye - Zell ° 

fiirbung 1:10000. Hellteld- (H) und Fluores- die in bestimmtenZellenimmer 
cenzbild (Ff). Zentralsubstanzformen (ZS) in Vacuolenbilden: wie diegleich- 

Haarzellen. a mit vielen kleinen Vacuolen(V), ae : E 
b mit groBen Vacuolen. zeitigzubeobachtende schritt- 
weise Aufteilung der Zentral- 
substanz in Grana muB auch die Vacuolenbildung als Alters- 


erscheinung aufgefaBt werden. 


b) Experimentelle Erzeugung von Vacuolen. 

Im August, dem Héhepunkt der Entwicklung von Gloeotrichia Pisum, wurden 
Proben gesammelt und an ein Nordfenster gestellt. Hier begannen die kugeligen 
Gallert-Kolonien innerhalb von 2—3 Wochen weich und leicht zerquetschbar zu 
werden, um anschlieBend zu zerfallen. Innerhalb desselben Zeitabschnittes war am 
natiirlichen Standort nichts dergleichen zu beobachten. 

Die unausgewachsenen, zerfallenden Kolonien enthielten Trichome, 
die wenig differenziert waren (Dauerzellbildung beginnend, haarférmige 
Spitzenzellen fehlend). Trotz dieses Jugendstadiums hatten die Zellen 
zum Teil Vacuolen; Teilungsstadien fehlten wieder véllig. Bei den jiing- 
sten Trichomen hatten alle Zellen Vacuolen (Abb. 12a). Je weiter sich 
die der Heterocyste benachbarten Zellen in Richtung auf die Dauer- 
zellenform umgebildet hatten — kenntlich an der Vermehrung und 
GroBe der Cyanophycinkérner sowie an der Granulierung der Zentral- 
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substanz —, desto hiufiger waren die Zellen dieses Bereiches ohne Vacu- 
olen (Abb. 12b). Fast ausgewachsene Dauerzellen waren in vielen Fallen 
die einzigen vacuolenfreien Zellen eines Trichoms (Abb. 13a). Die Zen- 


tralsubstanz lag der Vacuole miitzenformig 
an, oder die Vacuole war beiderseits oder 
ringformig von Zentralsubstanzpartikelchen 
umgeben (Abb. 13b). Zumindest bei die- 
senZellenmu8 die Vacuolealsoim Zell- 
zentrum entstanden sein. 


Da Hellfeld- und Fluorescenzbild zusammen erst 
‘ein anschauliches Bild iiber die Lage der einzelnen 
Zellbestandteile erméglichen, sind in Abb. 13 diese 
beiden Bilder zu einem Einheitsbild vereinigt. Bei 
Farbung im alkalischen Bereich sind Vacuole und 
Zentralsubstanz gleichzeitig gefarbt, so daf eine ge- 
naue Orientierung moglich ist. 

Wahrend Gloecotrichia Pisum schon normalerweise 
Vacuolen ausbildet — wenn auch nicht immer im 
zuletzt beschriebenen AusmaB — treten sie bei 


Abb.1%. Gloeotricnia Pisum. Acridinorangefarbg. 1:10000. 

Helifeld- (H) und Fluorescenzbild (F). a jiingeres, b alteres 

Trichom, atypisch vacuolisiert. He Heterocyste, Cy Cyano- 
phycinkorn, ZS Zentralsubstanz, V Vacuole. 


Abb.13. Gloeotrichia Pisum. Acri- 
dinorangefirbg. 1:10000. In den 
vegetativen Zellen ist das Fluo- 
rescenzbildin dasHellfeldbild ein- 
gezeichnet. a Fast reifes, atypisch 
yacuolisiertes Trichom. } Vacu- 
olisierte Zellen. He Heterocyste, 
Ma Manubrium, ZS Zentralsub- 
stanz, Cy Cyanophycinkorner, 
D Dauerzelle, V Vacuole. 


Nostocaceen niemals im natiirlichen Entwicklungsverlauf auf. Zu meiner Uber- 
raschung fand ich aber in tiberalterten Erddekoktkulturen von Cylindrospermum 
alatosporum und C. maius sowie Anabaena cylindrica und A. variabilis zahlreiche 
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Zellen mit Vacuolen (Abb. 14, 151 und 16). Die Vacuolen waren teils groB und ze 
tral (Abb. 14) oder mehr randstandig (rechte und linke Zelle in Abb. 16), teils zah 
reich und klein, so daB der Protoplast mehr netzformig aussah (Abb. 16, mittlere 
Zelle). BRownsche Molekularbewegung wurde deutlich in Vacuolen von Anabaena 
variabilis und Cylindrospermum alatosporum (vgl. Abb. 16) beobachtet. Die Form 
der Zentralsubstanz variierte von halbmondférmigen Scheibchen bis zu einzelnen, 
unregelmaBigen Partikeln, die — wie bei Gloeotrichia — die Vacuole rings um- 


7 


gaben (Abb. 14). : 


- 


ie 


1 

if 

- 

Abb. 14. Cylindrospermum maius aus iiber- Abb.15. Cylindrospermum maius. Acridin- : 
alterten Erddekoktkulturen. Acridinorange- orangefarbung1:10000.MitZeichenappa- 
farbg. 1:10000. Mit Zeichenapparat wieder- rat gezeichnet, normale vegetative Zellen j 
gegebenes Fluorescenzbild. im Fluorescenzmikroskop zum Vergleich : 

ZS Zentralsubstanz, V Vacuole. mit Abb.14. ZS Zentralsubstanz. ’ 


Im allgemeinen war der Gehalt an Zentralsubstanz um so ge- 
ringer, jegr6éBer die Vacuole war; einzelne stark vacuolisierte Zellen 
von Anabaena variabilis schienen auf Grund des farberischen Verhaltens 
sogar vollig frei davon zu sein (Abb. 17). 


Abb. 16. Cylindrospermum alatosporum aus Abb. 17. Anabaena variabilis aus tiber- 
liberalterten Erddekoktkulturen. Zellen mit alterter Erddekoktkultur. Acridinorange- 
zahlreichen verschieden gestalteten Vacuolen firbung. Mittlere Zelle frei von 
(V), in denen kleine Partikelchen BROwNsche Zentralsubstanz (ZS). 
Molekularbewegung vollfiihrten. Hellfeld. E 


Auch bei tiberalterten Kulturen von Scytonema Hofmanni traten Vacuolen in 
einzelnen Trichomenden auf; die Form der Zentralsubstanz entsprach der in 
Abb. 18a. 

Alle Zellen mit Vacuolen und ohne oder mit fast keiner Zentralsub- 
stanz besafen nur einheitliches, griines Protoplasma, das in nicht an- 
gefirbten Zellen sowohl am Rande als auch in Plasmastriingen, die 
sich durch das Zellinnere zogen, reine, homogene Chlorophyllfluorescenz 
zeigte. Demnach sind die Vacuolen, die sich hier als schwarze Flecken 
abzeichneten, nur von Chromatoplasma umgeben, wie es auch DRa- 
WERT (1949) bei Oscillatoria Borneti festgestellt hat. 


* Abb. 14 und 15 sind mit dem Zeichenapparat ausgefiihrt. Diese Abbildungs- 
methode st6Bt bei Olimmersion wegen der geringen Lichtstarke auf Schwierigkeiten, 
sie wurde deshalb nur selten angewandt. 
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Wie schon erwahnt, berichten verschiedene Autoren vom Auftreten stets kleiner 
Vacuolen nach Neutralrotfairbung. Unter dem Einflu8 von Neutralrot sowie Acridin- 
orange traten bei einigen Versuchen in Gloeotrichia Piswm kleine Vacuolen in vorher 
unvacuolisierten Zellen auf, allerdings direkt benachbart zu bereits vacuolisierten 
Zellen. Ebenso verhielten sich Zellen von Fischerella thermalis, Anabaena variabilis, 
Cylindrospermum maius und C. alatosporum aus den erwahnten, tiberalterten Erd- 
dekoktkulturen. Zunehmende Farbezeit erhéhte etwas die Zahl der neu entstehenden 
Vacuolen. Wo die Zellen bereits kleine Vacuolen besaBen, wurden sie teilweise durch 
den Farbstoff vergréBert. Bei voll vitalen Algen erzeugten die Vitalfarb- 
stoffe aber keine Vacuolen. 

Nach ScH6ONLEBER (1936) bildet Scytonema Julianum sowohl in BEYERINGKscher 
Nahrlésung als auch in aqua dest. innerhalb von 4 Wochen Vacuolen. Um dies 
nachzupriifen, wurden Proben von voll vitalen Kulturen von Anabaena variabilis, 
Cylindrospermum maius, Scytonema Hofmanni, Tolypothrix distorta, Lyngbya maior 
und Oscillatoria limosa in aq. dest. gespiilt, in ERLENMEYER-Kolben aus Jenaer ,,Ge- 
rateglas 20° gefiillt und an ein Nordfenster gestellt. Als Kulturmedium diente tiber 
Quarz destilliertes Wasser ohne irgendwelchen Salzzusatz. Nach 4 Wochen waren 
noch keine Vacuolen zu entdecken; 3 Monate 
spater war aber die urspriinglich feste Gallerte 
diinnfliissig geworden, die einzelnen Zellen in 
den Trichomen waren verschieden stark auf- 
gequollen und enthielten zum groBen Teil Vacu- 
olen. 


Abb. 19. Anabaena variabilis aus aqua dest.- 
Kultur. Acridinorangefarbung 1:10000. Hell- 
feld- (H) und Fluorescenzbild (#). Die im 


Abb. 18. Anabaena variabilis. Vacuolisierte 
Zellen aus aqua dest.-Kultur. Acridinorange- 
fairbung 1:10000, Hellfeld mit eingezeichnetem 


Fluorescenzbild. Die Zentralsubstanz (ZS) ist 
in einzelnen Zellen stark gequollen, durch 
lockere Schraffierung angedeutet. 


Hellfeld zu erkennenden Cyanophycink6érner 
(Cy) sind ausnahmsweise auch mit Acridin- 
orange gefarbt. ZS Zentralsubstanz. V Vacuole. 


Bei Anabaena variabilis besaB die tiberwiegende Mehrzahl der Zellen 
Vacuolen, die bis zu 2/, des Zellumens ausfiillten (Abb. 18) und haufig 
Brownsche Molekularbewegung zeigten. Die Zentralsubstanz bildete 
eine zusammenhangende Masse, die trotz ausreichender Fiarbezeit nur 
matt fluorescierte und besonders in den wenigen noch nicht vacuoli- 
sierten Zellen einen stark gedunsenen Eindruck machte. Ihre Ver- 
teilung in der Zelle entsprach dem gewohnten Bild (Abb. 18). In ein- 
zelnen Zellen konnten gefarbte Grana festgestellt werden, die sich im 
Vergleich mit dem Hellfeld als Cyanophycinkérner erwiesen (Abb. 19). 

Bei Cylindrospermum matius (das jedoch empfindlicher ist und leicht abstirbt) 
sowie bei Scytonema Hofmanni und Tolypothrix distorta entstanden ebenfalls bei 
diesen Versuchen Vacuolen. Oscillatoria limosa bildete hingegen selbst nach 5 Mona- 


ten keine; dagegen zeigte eine kleine Oscillatoria, die eine Anabaena variabilis- 
Kultur verunreinigte, in vielen Zellen deutlich Zellsaftraume. - 
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Versuche mit durch H,SO, bzw. NaOH stark sauer bzw. alkalisch gemachten 
Lésungen (Erddekokt, KNopsche Nahrlésung und Mangellésungen nach RuGE, 
1951) an Anabaena variabilis lieBen keine Tendenz zur Vacuolenbildung erkennen, 
wohl aber ein Zunehmen der Cyanophycinkérner im extrem sauren wie alkali- 
schen Bereich. . 

Die vacuolisierte Anabaena variabilis aus den iiberalterten Erddekoktkulturen 
(Abb. 20) besaB Zellen, deren Verstandnis zunachst Schwierigkeiten machte. Im 
Hellfeld konnte man einen hellen zentralen Bereich (Z) vom Chromatoplasma 
unterscheiden; zuerst vermutete ich, daB es sich 
um eine nicht ganz deutlich zu erkennende Vacu- 


Abb. 20. Anabaena variabilis aus Abb. 21. Anabaena variabilis. Acridinorangefirbung 1:10000. 
liberalteter Erddekoktkultur. Die Hellfeld- (H) und Fluorescenzbild (F). Vacuolisierte Zellen 
zentralen farblosen Bereiche (Z) mit farblosem, zentralen Bereich (Z), der sich im Fluorescenz- 
des Hellfeldes (H), die vacuolen- bild als stark gequollene Zentralsubstanz zu erkennen gibt, 
ahnlich aussehen,erwiesen sichals Es handelt sich um ein ,,Ubergangsstadium™. 
Ubergangsstadien derZentralsub- 

stanz (ZS), die nur matt fluores- : 
ciert (weite Schraffur). V Vacuole. : 


4) 


ole handeln miisse (Abb. 20 H). Eigenartigerweise fluoerescierte dieser Bereich 
aber nicht wie erwartet kupferrot, dem Farbton fluorochromierter Vacuolen, 
sondern gelbgriin, auch nicht intensiv wie die typische Zentralsubstanz, sondern 
gedimpft und homogen (Abb. 20 F). Auffialig war, daB solche gedampft gelb- 
griin fluorescierenden Partien entweder in unmittelbarer Nachbarschaft bereits 
vacuolisierter Zellen lagen, oder 
in solchen selbst, wo sie der 
Vacuole als restliche Zentral- 
substanz unmittelbar anlagen 
(Abb. 21). BRownsche Moleku- 
larbeweguny war in diesem Teil 
der Zelle in keinem Fall zu be- 
obachten. Bei Anabaena varia- 
bilis aus aqua dest.-Kulturen 
gab es gleichfalls Zellen mit 
hellen, vacuolenahnlichen Flek- 
ken, die unscharf begrenzt wa- 
Abb. 22. Anabaena variabilis aus aqua dest.-Kultur. Acri- rent Brownedhs Molekularbe 
dinorangefiirbung 1:10000, Hellfeld- (77) und Fluorescenz- wegung fehlte auch hier. Diese 
bild (7), Die farblosen Bereiche des Hellfeldes(Z) ent- —hellen Stellen sahen ganz anders 
sprechender stark gedunsenen Zentralsubstanz (ZS). aus als zweifelsfreie Vacuolen 
(Abb. 22 H). Wie im ersten Fall 
fluoreszierten diese Zellteile matt gelbgriin (Abb. 22 F). Entsprechende Befunde 
zeigten T'olypothrix distorta und — wie oben schon angedeutet — Oscillatoria limosa 
in aqua dest.-Kulturen. 


Nach allem gewinnt man den Eindruck, da8 die Vacuolen (zu deren 
Bildung verschiedene Cyanophyceen veranla&t werden konnten) in 
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ihrer Entstehung in Beziehung zur Zentralsubstanz stinden, Je 
weiter die Vacuolenbildung fortgeschritten war, desto geringer war die 
Menge der — der Vacuole iibrigens immer irgendwie anliegenden — 
Zentralsubstanz in der Zelle. Vereinzelt war in den Zellen sogar tber- 
haupt keine Zentralsubstanz mehr zu erkennen. In Zellen, die auf dem 
Wege zur Vacuolenbildung waren, schien die Zentralsubstanz auch in 
verandertem, dem Anschein nach gequollenen Zustand vorzuliegen, so 
da® der Kindruck erweckt wurde, daB es sich um den Ubergang von 
der dichteren Zentralsubstanz zur fliissigen Vacuole handle. 
Es sieht so aus, als ob die Zentralsubstanz vom Gel- in den Solzustand 
uberginge. Mit solchen Deutungen mu8 man bei der Kleinheit des Ob- 
jekts aber natiirlich vorsichtig und zuriickhaltend sein; es kann sich bei 
dieser Interpretation um nicht mehr als — immerhin durch die Beob- 
achtung gut fundierte — Vermutungen handeln. 


c) Keritomie. 


Das wabige Aussehen des Plasmas durch Zellsaftbildung, wie es z. B. von Oscilla- 
toria Borneti bekannt ist, hat GurTLER (1932, 1936) Keritomie genannt. Keritomie 
soll nach GEITLER auf Oscillatorien beschrankt, reversibel und kein Degenerations- 
merkmal sein. Die ersten Angaben von ,,keritomischer‘‘ Veranderung finden sich 
schon bei ZuKAL (1894). DRAwERT vermutet, daB die Zellsaftraume bei Oscilla- 
toria Borneti mit einem Gel gefiillt seien. 

Nach meinen Beobachtungen an Phormidium findet bei der keritomischen 
Vacuolisation Verminderung bis Verschwinden der Zentralsubstanz statt. Es 
scheint also kein grundsatzlicher Unterschied zwischen Vacuolisation 
und Keritomie zu bestehen. 


d) Die Farbbarkeit der Vacuole. 


Untersuchungen iiber die Farbbarkeit der Vacuole von Cyanophyceenzellen mit 
Neutralrot liegen von SCHONLEBER (1937) fiir Scytonema javanicum und von Dra- 
WERT (1949) fiir Oscillatoria Borneti vor. Wahrend SCHONLEBER im sauren Bereich 
eine Membran- und Scheidenfarbung und im alkalischen cine Vacuolenfarbung 
beobachtete, fand DRaweErtT schon ab px 3,5 vereinzelt schwache Vacuolenfarbung; 
von px 4 bis px 6,5 farbten sich die Vacuolen unterschiedlich intensiv, doch glich 
sich dies zum Alkalischen hin immer mehr wieder aus. 

Bei meinen Versuchen mit Neutralrot an Anabaena variabilis, Cylindrosper- 
mum maius und Fischerella thermalis farbten sich sowohl die Vacuolen benachbarter 
Zellen als auch mehrere Vacuolen einer Zelle verschieden stark. Bei Fischerella 
thermalis begann eine eindeutige Vacuolenfarbung mit pa 6. Im sauren Bereich 
farbte sich auBerdem das Plasma offenbar geschaidigter Zellen, und bereits von 
pu 4 an vereinzelt auch die Zentralsubstanz. Im alkalischen Bereich waren hin und 
wieder Chromatoplasmafarbungen zu erkennen, die den von SCHONLEBER (1937) 
beschriebenen Rahmenfairbungen entsprechen. 

Mit Acridinorange war eine Vacuolenfarbung bei Fischerella thermalis erst 
bei pu 8 zu beobachten. Die kleinen Partikelchen, an denen man die Brownsche 
Molekularbewegung erkennen konnte, blieben in allen Fallen ungefarbt. 

Wahrend der mikroskopischen Beobachtung lie8 bei Fischerella thermalis, Gloeo- 
trichia Pisum, Anabaena variabilis und Cylindrospermum maius die Farbung nach, 
bis die Vacuolen wieder farblos waren. Da die untersuchten Algen vom Ende der 
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t 
Farbezeit an unausgesetzt in einer Pufferlésung mit gleichem py lagen, kommt 
ein verandertes AuBen-px als Ursache fiir die Entfirbung wohl kaum in Frage, — 


Vacuolenfirbung ist also sowohl mit Neutralrot als auch 


mit Acridinorange zu erreichen. 
; 
e) Das Plasmolyseverhalten der Blaualgenzelle. : 
Es ist hinlinglich beschrieben worden, daB die typische Blaualgenzelle im all- 
gemeinen keine normale Plasmolyse bildet. Statt dessen erscheint der Protoplast 
in plasmolysierend wirkenden Lésungen eingedellt und zerknittert, wobei er sich nur 
unvollstandig von der Membran abhebt. Die Literatur spricht von Schrumpf-, 
Krampf- oder Konkavplasmolyse und nennt dafiir verschiedene Griinde. Kont 
(1903) und GerrrLerR (1936) u. a. nehmen an, daB der Zelle ein eigentlicher Zellsaft 
fehlt. Fiir eine erhéhte Plasmaviscositat spricht, daB keine BRownsche Molekular- 
bewegung noch Plasmastrémung im Protoplasten zu beobachten ist (vgl. DRAWER 
1949). AuBerdem soll eine enge Verbindung zwischen Zellmembran und Plasma 
(Mitutporr, 1937, 1938, DrawErt, 1949) oder zumindest eine hohe Adhasion des 
Plasmas an der Zellwand (vy. CHoLNoKy, 1937) vorliegen. Als Ausnahme erwahnt 
Kuster (1929) die Plasmolysierbarkeit von Haarzellen von Rivulariaceen. Dagegen 
konnte PRAT (1925) selbst an vacuolisierten Zellen von Tolypothrix keine normale 
Plasmolyse beobachten. Neuere positive Plasmolyseversuche liegen von KucHAR 
(1950) vor; es werden sowohl X-férmige Plasmolyseerscheinungen zweier benach- 
barten Zellen beschrieben als auch einseitiges Abheben des Protoplasten von der 
Membran. Gemeinsam ist fast allen Angaben, daB sich selbst benachbarte Zellen 
unterschiedlich verhalten, und da bei Anwendung der gebrauchlichen Plasmo- 
lytika schnelle Deplasmolyse erfolgt. 


Meine Plasmolyseversuche begannen an Zellen von Fischerella thermalis 
mit besonders groBen Vacuolen. Einige Sekunden (5—15) nach Ein- 
fiihrung des Plasmolytikums (1 mol KNO,, Objekttragerpriparate) hob 
sich der Protoplast im Bereich der Vacuole vollig gleichmaBig und leicht 
von der Membran ab. Bei randstiindigen Vacuolen driickte sich das diinne 
Plasmahautchen, das die Vacuole urspriinglich von der Membran trennte, 
in einzelnen Fallen direkt in die Vacuole hinein. Dort hingegen, wo die 
Hauptmasse des Plasmas lag, léste sich der Protoplast nur stellenweise 
und dann geringer von der Wand, zugleich zeigte er hier unregelmaBige 
Konturen (Abb. 23). Bereits vor Ablauf einer Minute war die gréBt- 
mégliche Kontraktion erreicht, und anschlieBend setzte sofort Deplas- 
molyse ein. Bei jiingeren, unvacuolisierten Zellen trat die bekannte Form 
der Krampfplasmolyse ein — fiir diese Zellen kénnte also die DRAWERT- 
sche Annahme einer Verwachsung von Plasma und Zellmembran zu- 
treffen. Bei Anwendung anderer Plasmolytika (KCl, NaCl, LiCl) traten 
entsprechende Reaktionen auf, auch bei ihnen ging die Plasmolyse sofort 
in Deplasmolyse iiber. 

Anders waren die Befunde bei 1 mol CaCl,, wo der Protoplast seine starre 
Plasmolyseform in absehbarer Zeit nicht verlor. Auch PrAv (1925) konnte bei 
Anwendung dieses Plasmolytikums selbst nach 6 Std noch keine Deplasmolyse 


beobachten. Hatte das Ca-Ion entquellend gewirkt, so setzte bei einer KCNS-Plas- 
molyse eine Plasmaquellung ein, die so intensiv fortschritt, daB die Vacuolen stark 
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eingeengt wurden, teilweise sogar nicht mehr zu erkennen waren, was der Tono- 
plastenplasmolyse héherer Pflanzen entspricht. 

Auch bei Gloeotrichia Piswm trat Plasmolyse ein, und zwar hob sich der Proto- 
plast am geringsten in den Zellen der meristematischen Zone von der Membran ab. 
Sowohl bei den noch nicht ganz ausgereiften Dauerzellen als auch bei ihren Nachbar- 
zellen war die plasmolytische Wirkung dagegen stirker (Abb. 24a). BesaBen diese 
Zellen Vakuolen, so zeigten sie im plasmolysierten Zustand Stechapfelform 
(Abb. 24b); von der Vacuole war dann tiberhaupt nichts mehr zu erkennen. Am 
starksten loste sich das Plasma in den vacuolisierten Haarzellen von der Membran. 
Einzelne bevorzugte Anheftungsstellen waren nicht zu erkennen. Im mittleren Ab- 
schnitt des Rivularia-Fadens lag 
haufig bei mehreren aufeinander 
folgenden Zellen die Stelle der 
starksten Abhebung auf derselben 
Seite. Ahnliche Ergebnisse zeigten 
die vacuolisierten Zellen von Cylin- 
drospermum maius, C. alatosporum 
und Anabaena variabilis. 


Abb. 23. Abb. 24. 


Abb. 23. Fischerella thermalis. Plasmolyse vacuolisierter Zellen. P Protoplast, V Vacuole, M Mem- 
bran, geht nach aufen in eine dicke Schleimschicht (S) tiber. 


Abb. 24. Gloeotrichia Pisum mit 1 mol KNO, plasmolysiert. «@ Trichombasis mit noch nicht ganz 
ausgereifter Dauerzelle, b Trichom mit vacuolisierten Zellen, ¢ Haarzellen. J unplasmolysiert, 
II plasmolysiert. He Heterocyste, D Dauerzelle, V Vacuole, Ma Manubrium. 

Bei Anabaena variabilis wurden die Zellen vor der Plasmolyse mit 
Acridinorange gefirbt (Markierung der Zentralsubstanz). Trotz unregel- 
miBiger Plasmolyseform war zu erkennen, da der Ort der Zentralsub- 


\ 
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Abb. 25. 
Anabaena variabilis. Acridinorange- 
farbung 1:10000. Z unplasmolysiert, 
IT plasmolysiert. Das Verhialtnis der 
Zentralsubstanz zur Plasmolyseform. 
ZS Zentralsubstanz, V Vacuole. 


stanz mit der starksten Plasmaanhaufung zusammenfiel (Abb. 25). Diese 
Beobachtung lieB sich an Cylindrospermum maius und (C, alatosporum 


bestitigen. Durch die Einwirkung des Plasmolytikums verloren die 
13% 


; 
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Zentralsubstanzpartikelchen stellenweise stark an GréBe (Abb. 26) and 
gingen auch wohl von der rundlichen in mehr eckige Form itiber. 

Das Verhalten bei Einwirkung auf unvacuolisierte Zellen (der hier 
angefiihrten Arten sowie einiger Oscillatorien) stimmte hingegen mit den 
Beschreibungen in der Literatur iiberein. Hier traten nur die erwahnten 
Krampfplasmolysen auf. ' 

Wahrend die unvacuolisierte Blaualgenzelle also nur geringfigig — 
vereinzelt sogar iiberhaupt nicht — plasmolysierbar ist, nahm mit zu 
nehmender Vacuolisation auch die Plasmolysierbarkeit zu; doch blieben 
meist einzelne Anheftungspunkte des Plasmas an der Membran bestehen. 
Die Zentralsubstanz befand sich dabei inmitten der starksten Plasma- 
anhaufung; lag diese rand- 
stiindig, so hob sich hier 
das Plasma nicht oder nur 
wenig von der Membran 
ab. Konvexplasmolyse kam 
nur im Bereich der Vacuole 
vor. Die beobachtete un- 


terschiedliche Entquellung 
s&S 
~ yf g & von Zentralsubstanzparti- 


kelchen k6énnte einer der 
Abb. 26. Cylindrospermum alatosporum. Acridinorangefir- Griinde sein, daB sich selbst. 
hon avon, Thora 7 entiation eh henachbarte Zellen plasmo= 

lytisch verschieden verhal- 
ten. Somit ware die Annahme DRawerts bestiatigt, da die Zentral- 
substanz den Turgor der Cyanophyceenzelle beeinfluBt. Je weiter eine 
Zelle vacuolisiert ist, um so mehr entspricht ihr plasmoly- 
tisches Verhalten dem einer ,normalen* Zelle. 


f) Die ,,Quellsubstanz*. (Zu den DRaweERtschen Versuchen.) 


Ausgehend von der Beobachtung, daB altes Herbarmaterial bei Wasserzugabe 
wieder turgescent wird, vermutet Drawerr (1949), daB der Turgor der Cyano- 
phyceenzelle weitgehend durch einen quellungsfahigen Stoff bedingt ist, der auch 
in totem Zustand die Fahigkeit hat, mit Wasser aufzuquellen. Zur experimentellen 
Bestitigung tétete DraweErt Oscillatoria Borneti-Zellen mit Eau de Javelle ab, 
wobei sie farblos wurden und unter dem Mikroskop vollig leer erschienen. Bei Zu- 
gabe von 969 igem Alkohol wurde in der Zelle ein Inhaltskérper sichtbar, dessen 
Gestalt der Pelltivees entsprach. Mit Wasser quoll dieser Inhaltskérper wieder auf, 
und die Zellen bekamen ihre urspriingliche Turgescenz zuriick. Da alle turgescenten 
Zellen gleichzeitig eine positive Glykogenreaktion gaben, nimmt DRAWERT einen. 
Zusammenhang zwischen dieser ,,Quellsubstanz‘* und dem Glykogen an. Weiterhin 
vermutet er, da Quellsubstanz und Zentralsubstanz wahrscheinlich identisch seien. 


Bei unvacuolisierten Faden von Oscillatoria animalis und ahnlichen 
Formen konnte ich mit den gleichen Methoden Drawrrts Beobach- 
tungen bestitigen. Im Gegensatz dazu fiel bei vacuolisierten Zellen von 
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Fischerella thermalis auf, da8 der Inhaltskérper auch im Endstadium 
Hohlraume aufwies. Bei eingehender Beobachtung zeigte sich hier, da8 
das eindringende Eau de Javelle wohl den Protoplasten entfarbt, aber 
nicht von der Membran abgehoben hatte. Erst bei Zugabe von Alkohol 
loste er sich und schrumpfte zusammen. Die Vacuolen waren dabei noch 
deutlich in verkleinerter Form wiederzuerkennen (Abb. 27). Demnach 
dirfte es sich bei dem quellungsfahigen Inhaltskérper um einen stark 
geschadigten Protoplasten handeln, dessen urspriingliche Gestalt jedoch 
noch zu erkennen war. 


Drawenrt hat ferner nachgewiesen, da der Inhaltskorper, den er fiir 
die Zentralsubstanz halt, glykogenhaltig ist und schlieBt nun daraus, daB 
nur in der Zentralsubstanz Glykogen vorhanden sei. 


Da mit der Jod-Jodkalium-Reaktion keine genaue Lokalisierung des Glyko- 
gens moglich war, wurde zusatzlich die BavrR-FrutGrn-Methode nach Brnsiy 
(GuicKk, 1949) und die Reaktion nach Go- 
MORI (GLIcK, 1949) benutzt (zwei weitere 
Glykogen-Nachweismethoden). Mit der 
BaveER-FEvLGEN-Methode trat an Oscilla- 
torialimosa, Phormidium papyraceum, An- 
abaena variabilis, Scytonema Hofmani und 
Fischerella thermalis eine Violettfirbung 
des ganzen Protoplasmas ein, die zur Peri- 
pherie hin etwas schwacher wurde. Hine 
Unterscheidung von Chromatoplasma und 
Zentralsubstanz war mit diesen Farbungs- 
bildern nicht mehr méglich. Bei Oscilla- 
torialimosa, Phormidium papyraceum und 
Scytonema Hofmanni waren die Endzellen 
und oftmals deren Nachbarzellen nicht Abb. 27. Fischerella thermalis. a normales Tri- 


A si : chomstiick. In den Zellen sind Vacuolen (V) 
violett gefarbt, sondern farblos, d. h. sie mit kleinen Partikelchen, die BROWNsche Mo- 


waren demnach glykogenfrei. Bei Fische- lekularbewegung zeigten, und Cyanophycin- 

rella thermalis farbten sich die jungen Zel- kdrner (Cy) vorhanden. b) Nach Behandlung 

len am intensivsten: hingegen gaben die mit Hau de Javelle und Alkohol liegt der soge- 
, : , 


- Z h h nannte ,, Quellk6rper*‘ (DRAWERT) vor; da in 
alten, torulésen Zellen nur eine schwache ihm noch die verkleinerten Vacuolen (V,) zu 


Glykogenreaktion. Cyanophycinkérner — erkennen sind, muB8 es sich um den ganzen 
waren immer glykogenfrei. Bei Anabaena Protoplasten handeln. 
variabilis gaben die Dauerzellen eine in- 

tensive Glykogenreaktion, wahrend in vacuolisierten Zellen nur wenig Glykogen 
nachzuweisen war. Die Ergebnisse nach der Gomort-Methode entsprechen diesen 


Beobachtungen. 

Demnach ist Glykogen im ganzen Protoplasten, im Chromatoplasma 
wie in der Zentralsubstanz verteilt. Auch der Glykogennachweis laBt also 
vermuten, daB es sich bei der DRawzrrschen ,, Quellsubstanz’* um den 
ganzen Protoplasten und nicht nur um die Zentralsubstanz handelt. 
Der Blaualgenprotoplast ist also als ganzes stark viscos und besitzt die 
Fahigkeit zur Quellung und Entquellung auch noch im denaturierten 


Zustand. 
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3. Die chemische Natur der Zentralsubstanz. ; 


Zweifellos fehlt den Blaualgen ein echter Zellkern, hingegen sind auch bel 
ihnen Substanzen nachzuweisen, die fiir den Zellkern typisch sind. Die Mehrzahl 
der daraufhin untersuchten Cyanophyceen enthalten Desoxyribonucleinsaure (DNS) 
(PotsaANSKy und PrrruscHEwsky, 1929, Neumann, 1930, Detaports, 1940, 
Duaut, 1946, Drawerr, 1949, Brrnemann, 1950, 1952); Duaut (1946) hat ohne 
histochemischen Nachweis angenommen, da auBerdem Ribonucleinsaure (RNS) 

vorhanden sei, was spater BRINGMANN (1950, 1952) exakt nachgewiesen hat. 

Uber die Lokalisation der DNS werden zwei voneinander abweichende Dar- 
stellungen gegeben. 

Nach PoLsaNsKY und PerruscHEWSsKyY (1929) liegt sie im Zentralk6rper in 
Form eines Netzwerkes vor. Dieses wird allgemein als Chromidialapparat bezeichnet_ 
und soll dem Centroplasma GrIrLers bzw. der Zentralsubstanz eingelagert sein, — 
Nach Ducut (1949) besteht der Zentralkérper aus dem Chromidialapparat und 
einem ,,Nucleoplasma“. DeLAPoRTE (1940) fand einen Axialstrang, DA CUNHA 
(1935) im Zentralkérper liegende Korner, die FEuLGEN-positiv reagieren. DRAWERT 
(1949) entdeckte bei Oscillatoria Borneti FruLGrn-positive Korner, die ausschlieB- 
lich im Plasma verstreut lagen; bei einem Teil der Trichome fehlte sogar eine posi- 
tive Reaktion auf DNS vollig. j 

Im Gegensatz dazu ]aBt sich nach BRINGMANN (1950) eine FEULGEN-positive 
Reaktion nur nach Lanthanfallung erreichen. BRINGMANN kennt bei seinen Ver- 
suchen keinen Chromidialapparat; er spricht nur von basophilen Granat. 


a) Nachweis der Desoxyribonucleinsiure nach der FruuGEn-Methode. 

Die Algen wurden in 96%igem, reinem Athylalkohol? fixiert und in 1 n HCL 
bei 60° C im Trockenschrank hydrolysiert. AnschlieBend wurde das Material in 
fuchsin-schweflige Saure (Scuirrsches Reagens) gebracht und in SQ,-haltigem 
Wasser gespiilt. (Hingehende Angaben siehe Minovipov, 1936.) 

Bei Oscillatoria limosa war in der Mehrzahl der Zellen das Auftreten rot- 
violetter Grana — ganz wie bei BRINGMANN (1950) — zu beobachten, 
folglich enthielten die Zellen DSN. Die Grana lagen gréBtenteils in 
der Zellmitte, vereinzelt jedoch auch mehr peripher; daneben gab es 
Zellen, in denen statt einzelner Grana deutlich die ganze Zentralsubstanz 
vollig homogen gefairbt war. Wahrend bei alten Kulturen fast alle 
Trichome von Oscillatoria limosa positiv reagierten, war das bei intensiv 
wachsenden jungen nur vereinzelt der Fall. Hier trat in allen Zellen 
eine schwach positive Reaktion bei Lanthanfillung ein [1/,, mol 
La(NO ;),| — allerdings erst nach lingerer Hydrolyse (CASPERSSON, 
HAMMARSTEN und HAMMARSTEN, 1935, u. a.). 


Auch alte Zellen von Fischerella thermalis ergaben stets positive Reaktionen, 
die eaaeh iiber den Protoplasten verstreut und meist im Zellzentrum am starksten 


1 Die Arbeit von BRINGMANN ,,Die Organisation der Kernaiquivalente der Spalt- 
pflanzen unter Beriicksichtigung elektronenoptischer Befunde“ (Zentralbl. f. Bakte- 
riologie, 2. Abt. 107, 40—70, 1952) ist erst nach AbschluB dieser Arbeit erschienen 
und konnte nicht mehr beriicksichtigt werden. 

* Im Laufe der Untersuchungen ergab sich, daB nur frisch iiberdestillierter 
Alkohol zum Fixieren brauchbar war; bei etwas gealtertem trat keine Nucleal- 
reaktion mehr ein. 
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waren. In Hormogonien und anderen meristematischen Zellen wurde keine posi- 
tive FruLcEN-Reaktion festgestellt. In allen untersuchten Fallen waren die Cyano- 
phycinkorner eindeutig FruLGEn-negativ. Uberall dort, wo die Zentralsubstanz als 
Zentralkérper vorlag, beschrankte sich die Reaktion auf die Zellmitte. Demnach 
lieBe sich die iiber den ganzen Protoplasten verteilte Reaktion bei alten Fische- 
rella thermalis-Zellen mit deren aufgeteilter Zentralsubstanz erklaren. 


Auffallend ist, daB ich, wie BRINGMANN, immer nur Grana, aber nie 
emen Chromidialapparat fand. Wahrscheinlich ist das auf die von 
ihm und mir gleicherweise verwandte Alkoholfixierung zuriickzufiihren, 
die wohl andere Denaturierungserscheinungen veranlaBt, als die an- 
deren Fixierungsmethoden. 


b) Nucleinséure-Nachweis mit Hilfe von Pyronin 
und Methylgriinessigséure. 


Neuerdings werden Nucleinsauren mit Hilfe von Pyronin und Methylgriinessig- 
saure nachgewiesen. Pyronin farbt RNS-haltige Strukturen rot (BracHEr, 1940a, 
1940b; Brrnemann, 1950; Kurnicx, 1950, u.a.), Methylgriin farbt spezifisch DNS- 
haltige Strukturen im schwach sauren Bereich blau; deswegen der Zusatz von 
Essigsaure (v. PhotHo, 1940; PoLiisteR und LeucHTENBERGER, 1949; KuRNICK, 
1950, u.a.). Allerdings kann Methylgriin im wesentlichen nur die hochpolymere 
Form der DNS nachweisen (KuRNICK, 1950), wahrend depolymerisierte DNS nur 
von Pyronin gefarbt wird. 

Zunachst wurden Oscillatoria limosa, O. animalis, Lyngbya aerugineo-coerulea, 
Cylindrospermum maius, Fischerella thermalis und Scytonema Hofmanni mit Pyro- 
nin auf RNS untersucht. — Nach Alkoholfixierung traten meist im Zellzentrum, 
vereinzelt auch peripher, rote Grana auf. In Dauerzellen von Anabaena variabilis 
und in der Mehrzahl der alten, torulésen Zellen von Fischerella thermalis war keine 
Reaktion zu erkennen. Bei Scytonema Hofmanni war in den alten Zellen wegen 
der Schleimscheide eine Reaktion nicht feststellbar. Bei Vitalfarbung war — 
genau wie bei Acridinorange — zunachst die ganze Zentralsubstanz angefarbt. 
Nach langerer Farbung bildet sich die Zentralsubstanz zu ringformig aussehenden 
Grana um, die in GréBe und Lage den ,,Ringkérpern“ der Literatur (vgl. GEITLER, 
1936, Duaut, 1946, u.a.) entsprachen. Vacuolisierte Zellen zeigten bei Nostoca- 
ceen hochstens eine ganz geringe, bei Fischerella thermalis keinerlei Reaktion. In 
keinem Fall farbte Pyronin die Cyanophycinkérner. 

Methylgriinessigsaurefarbung zum Nachweis von DNS ergab bei Lyngbya 
aerugineo-coerulea, Oscillatoria limosa, O. animalis, Cylindrospermum maiws und 
Anabaena variabilis folgendes Bild: Meist im Zellzentrum, vereinzelt auch peripher, 
lagen blaue, oft ringformig gebildete Grana; bei Scytonema Hofmanni war es 
ebenso, soweit die Schleimscheide eine Beobachtung zulieB. Bei Fuscherella thermalis — 
zeigten junge Hormogonien keine deutliche Blaufaérbung, wohl aber etwas Altere 
Zellen. Am deutlichsten farbten sich alte, torulése Zellen. — Die Cyanophycin- 
kérner farbten sich in keinem Fall mit Methylgriinessigsaure. 


Die durch die Pyroninfarbung (nach Alkoholfixierung) und die Me- 
thylgriinessigsiurebehandlung anfarbbaren Bestandteile lagen tberein- 
stimmend in der Zellmitte und waren auf Grund der Vitalfarbung mit 
Pyronin identisch mit der Zentralsubstanz, die demnach sowohl 
RNS als DNS enthalten muB, 
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Der Nachweis des DNS- und RNS-Gehaltes wurde auch noch dadurch 
erbracht, daB vor Anwendung der Pyronin- und Methylgriinessigsaure- 
fiirbung versucht wurde, die Nucleinsauren herauszulésen. 


Man kann die RNS durch Ribonuclease, ein Ferment aus Rinderpankreail 
(Bracuert, 1941; Kunrrz, 1940) oder durch heiBe Hydrolyse mit 1 n HCl bei 60° C 
(VENDRELY, 1949, ORTMANN, 1949, Sticu, 1951, Metzner, 1952) entfernen. Eine 
einwandfreie Methode zum Herauslosen der DNS allein liegt bislang noch nicht vor. 
Am besten schien mir die Anwendung von 20% iger Trichloressigsaure bei 90° C, die 
beide Nucleinsiuren sicher und restlos herauslést (KAurMANN, McDoNALp — 
Gay, 1951; Metzner, 1952). 

Nach Behandlung mit hei®er HCl lieB die Farbbarkeit durch Pyronin bem 
Oscillatoria limosa, Lyngbya aerugineo-coerulea und Cylindrospermum maius stark 
nach und hérte schlieBlich ganz auf. (Die Verminderung der Methylgriinfarbung_ 
erklart sich aus der Depolymerisation der DNS.) Nach Anwendung heiBer Trichlor-— 
essigsaure bei Oscillatoria limosa, O. animalis, Anabaena variabilis, Cylindrospermum 
maius, Scytonema Hofmanni und Fischerella thermalis fehlte schon nach 5—10 min — 
jede Farbung; Kontrollen mit kalter Trichloressigsiure lieBen sich unverandert 
farben. 


Der positive Ausfallder Reaktionen mit Pyroninund Methyl- 
griinessigsaéure ist also tatsichlich auf Vorhandensein der 
beiden Nucleinsaéuren in der Zellmitte — der Zentralsubstanz 
— zurickzufithren. 


c) Weitere Farbeversuche. 

Bei den gleichen Objekten lieB sich auBer mit Methylenblau die Zentralsubstanz 
unter anderem mit Rosanilin und Victoriablau, zwei basischen Diachromen, 
farben. (LETTRE hat neuerdings wieder gezeigt, daB Victoriablau eine ausgespro- 
chene Affinitat zu Nucleinsiure enthaltenden Strukturen besitzt.) Auch die Fluoro- 
chrome Auramin und Acridin farbten die Zentralsubstanz; beide Farbstofte 
sollen sich nach StRUGGER (1949) wie basische Diachrome verhalten. Fluorescein 
farbte das Chromatoplasma intensiv; ob dabei auch die Zellmitte gefarbt war, 
konnte nicht einwandfrei entschieden werden. Dagegen drang Primulin nicht in 
die Zelle ein. 

Try paflavin soll nach Mc Inwatn (1942), Lerrrt (1946, 1949), Baucn (1947, 
1948, 1949) und Sricu (1951) nucleinséiurehaltige Bereiche der Zelle farben. Man 
schloB das aus folgendem: In Riesenchromosomen konnte die Speicherung in den 
(Querbandern festgestellt werden, dort, wo CaspERSSON (1941) Nucleoproteide nach- 
gewiesen hat (vgl. Baucu 1948, 1949); bei der Mitose erfolgt eine partielle Ver- 
klebung der Tochterchromatiden, was zur Stérung im Zellteilungsgeschehen AnlaB 
gibt. Besonders die Arbeit von Sricu (1951) zeigt mit Hilfe von enzymatischen 
Versuchen und hydrolytischer Spaltung, daB Trypaflavin sowohl im Plasma als 
auch im Kern von RNS- und DNS-haltigen Zellstrukturen gespeichert wird. Danach 
war fiir Trypaflavin ein Farbungsbild entsprechend dem der iibrigen oben erwahnten 
basischen Farbstoffe und Acridinorange zu erwarten. 


Die Versuche an Anabaena variabilis, A. cylindrica, Oscillatoria brevis, 
Phormidium papyraceum, Lyngbya Martensiana und Calothrix marchica 
mit Trypaflavin hatten aber tiberraschenderweise ein wesentlich anderes 
Ergebnis. Die Cyanophycinkérner zeigten eine intensive grell- 
griine Fluorescenz. 
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Die Identitat der gefarbten Grana mit den Cyanophycink6rnern war durch den 
Vergleich mit dem Hellfeldbild leicht und sicher festzustellen. Bei manchen Arten 
mit wenig oder keinen Cyanophycinkérnern war auBerdem eine matte, grinlich bis 
gelbrote Ténung der Zentralsubstanz zu beobachten, die von der Farbe etwa an- 
wesender Cyanophycinkérner leicht iiberdeckt werden konnte. 

In manchen Fallen, z. B. bei Oscillatoria limosa, fehlte jedes Farbungsresultat mit 
Trypaflavin. In alteren Fischerella thermalis-Zellen verteilte sich die matte Fluores- 
cenz tiber die ganze Zelle, genau wie bei der Zentralsubstanzfairbung durch Acridin- 
orange. Im py-Bereich von 4,6—8,2 war die Trypaflavinfarbung vom px unabhingig. 
_ Eine HCl-Hydrolyse beeintrachtigte die Trypaflavinfarbung wie auch die mit Acri- 
dinorange nicht wesentlich. Dagegen trat nach Behandlung mit 20% iger Tri- 
chloressigsaure weder eine Acridinorangefarbung der Zentralsubstanz 
noch eine Trypaflavinfarbung der Cyanophycinkorner ein. 


Die Farbung der Cyanophycinkérner mit Trypaflavin wie 
auch die Zentralsubstanzfirbung mit Acridinorange lassen 
sich also durch die gleiche Vorbehandlung verhindern wie die 
Methylgrinessigsiurefarbung. 


4. Die Zellstruktur der Beggiatoaceen. 


Wahrend man die Beggiatoaceen friiher zu den Bakterien stellte, weist 
man ihnen jetzt (PRINGSHEIM, 1949, RippEL-BaLpEs, 1949, 1952, u. a.) 
ihren Platz bei den Cyanophyceen als farblos gewordene Blaualgen an. 
Uber die Feinstruktur ihrer Zellen besteht durchaus noch keine Klarheit. 

Wahrend Btrscurt (1896) an Beggiatoa alba und B. media sowie an einer Kieler 
Beggiatoenform (wohl mirabilis) das Vorhandensein eines Zentralkérpers beobachtet 
hatte, konnte MacAtLum (1899) weder bei Beggiatoa mirabilis noch bei B. alba 
etwas derartiges finden. Der von Btrscuut beschriebene Zentralkorper soll wabige 
Struktur gezeigt und mitunter sogar Hohlraume enthalten haben. Hinze (1901) 
beschreibt fiir Beggiatoa ebenfalls einen Zentralkorper, der von einer grofen Vacuole 
erfiillt ist. Gui~LLTERMOND (1926) konnte hingegen mit Methylenblau bzw. Cresyl- 
blaufarbung nur metachromatische Korpuskeln feststellen, und auch diese waren 
nicht einmal in allen Fallen vorhanden; er nimmt an, daB es sich dabei um Fallungs- 
produkte des Zellsaftes handelt. Ein Analogon zu dem Zentralkérper der Cyano- 
phyceen konnte er nicht feststellen. Nach TuRowska (1935, zitiert nach DELAPORTE, 
1940) liegt manchmal das ,,Chromatin‘‘ — mit Kernfarbstoffen anfarbbare Struk- 
turen — um die Vacuole herum. 


Eigene Untersuchungen verschiedener Varianten der Kieler Beggiatoa 
mirabilis! ergaben folgendes: im Protoplast war zum Teil BRownsche 
Molekularbewegung zu beobachten, er war also wesentlich dinnflissiger 
als der der Cyanophyceen. Er enthielt stets viele kleine oder wenige 
groBe Vacuolen. Einen basophilen Bereich, der der Zentralsubstanz der 
typischen Cyanophyceenzelle entsprechen kénnte, konnte ich in keinem 
Fall finden. Allerdings war bisweilen unmittelbar um die Vacuole eine 
andersgeartete Plasmaschicht zu erkennen. Die Vacuolen farbten sich 


1 Herrn Prof. HorrMann, Institut fiir Meeresforschung in Kiel, danke ich ver- 
bindlichst fiir die wiederholte Besorgung des Materials. 
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mit Neutralrot stets gut an; daneben konnten hin und wieder sink 
Membran- und eine diffuse Plasmafarbung beobachtet werden. : 


Zu diesem Befund ist eine Angabe von DELAPORTE (1940) von Be- 
deutung, wonach sich ein zentraler Chromatinbereich nur in ganz 
jungen Beggiatoenzellen findet, wihrend in alten Zellen héchstens ein- 
zelne Chromatinkérnchen zu erkennen seien. Diese Beobachtung wiirde 
die widersprechenden Befunde in der Literatur verstandlich machen, da 
vermutlich jeweils verschiedene Altersstadien untersucht wurden. 


Aus unseren Beobachtungen ergibt sich also ein deutlicher Unterschied 
im EntwicklungsprozeB von Beggiatoa und einer einfachen H ormogonale, 
etwa einer Oscillatoria, die normalerweise stindig teilungsfahig und 
vacuolenfrei, d. h. in ihrem Jugendstadium bleibt. Bei Beggiatoa tritt 
dagegen sehr bald eine plasmatische Veranderung ein, wie sie bei den 
héheren Blaualgen, allerdings erst im Laufe einer langeren Entw icklung, 
als ST Done Altersmerkmal zu beobachten ist. 


II. Diskussion. 


Chromatoplasma. Die vorstehend geschilderten Versuche zeigen — iiber- 
einstimmend mit den Literaturangaben — sowohl nach dem Hellfeldbild als auf 
Grund der Eigenfluorescenz, daB bei den Cyanophyceen eine periphere, chlorophyll- 
haltige Plasmaschicht, das Chromatoplasma, vorhanden ist. 


Zentralkérper. Uber die Struktur der Zellmitte gibt es hingegen in 
der Literatur sehr verschiedene Vorstellungen. Manche Autoren (ZACHA- 
RIAS, 1890 ff., BUTSCHLI, 1896, GUILLIERMOND, 1906ff., DRAwERT, 1939, 
u.a.) beschreiben einen zusammenhingenden, zentralen Bereich, den 
Zentralkérper. Er wurde auch von mir beobachtet. 


Er findet sich in allen teilungsfahigen Cyanophyceenzellen, d.h. allen 
normalen Oscillatorien-Zellen, vegetativen Nostocaceen-Zellen, Zellen der meri- 
stematischen Zone der Rivulariaceen, der Hormogonien und Trichomspitzen der ver- 
zweigten Formen mit apikalem Wachstum. Auch die die iuBere Zellform etwa 
kopierende Gestalt des mit Acridinorange sichtbar gemachten Zentralkérpers 
stimmt mit friiheren Beschreibungen weitgehend iiberein. Wenn bei einigen 
Oscillatorien die Zentralsubstanz unregelmaBig gestaltet und mit Anastomosen ver- 
sehen ist, so diirfte das auf einem wechselseitigen Durchdringen von Chro- 
matoplasma und Zentralsubstanz beruhen, wie es auch Duaut (1946) an-. 
nimmt. Ein diffuser Ubergang der Zentralsubstanz in das Chromatoplasma — 
wie es einige Altere Autoren annehmen — scheint nicht vorzuliegen. An 
einigen giinstigen Fallen konnte ich erkennen, da die Zentralsubstanz farblos ist. 

Durch Druck lassen sich vereinzelt Zellen aus ihrem Verband lésen. Da stets in 
solchen Fallen die Zellteilung beendet ist, zieht sich auch entlang der Quermembran 
ein dinner Chromatoplasmasaum. Dadurch kann eine Griinfarbung der Zell- 


mitte vorgetaéuscht werden (Stron 1938), die in Wirklichkeit nicht vorhan- 
den ist. 


Nach anderen Beobachtern sollen statt eines zusammenhangenden 
Zentralkérpers mehrere Partikelchen der Zentralsubstanz vorliegen. 
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: BaumeArtEL (1920) spricht von Endoplasten (siehe auch GurrLer, 1922 ff., 

v. CHOLNOKY, 1937, Srrou, 1938, u. a.). PRAT (1925) hat in Mangelkulturen ge- 
legentlich ,,Zentralkérner“ gefunden, und Gui~ttiERMOND (1906) beschreibt, da8 in 
den Haarzellen einer Rivulariacee statt des Zentralkérpers einzelne Korner vor- 
lagen. 

Nach unseren Beobachtungen tritt mit Alterung der vegetativen 
4elle eine Aufteilung der Zentralsubstanz in Grana ein [bereits 
von Hieronymus (1892) fiir Tolypothriz angegeben]. Die gleiche Ver- 
anderung der Zentralsubstanz findet sich auch bei der Umbildung von 
vegetativen Zellen zu Dauerzellen, z. B. bei Nostocaceen, was auch ein 
Alterungsvorgang ist. 

Im Gegensatz zu hoheren Blauaigen wird bei Oscillatorien eine Alterung der 
Zellen — und damit eine Aufteilung der Zentralsubstanz in einzelne Partikelchen — 
durch AuBenfaktoren bedingt. 

Centroplasma. Wie DRAWERT (1949) angibt, und wie die eigenen 
Versuche bestiatigt haben, diirfte es in der Blaualgenzelle nichts geben, 
was dem Centroplasma BAUMGARTELs und GEITLERs entspricht?. 

Nucleinsdéuren. Chemisch sollen in der Zellmitte Nucleinsauren vorhanden 
sein (PoLJANSKY und PerruscHEWsKY, 1929, u.a., DNS, auBerdem BRINGMANN, 
1950, RNS). DNS soll als chromatisches Netz (Chromidialapparat) oder in Form 
feiner Kérner, RNS in Form basophiler Grana vorliegen. Nach Nevenor (1950) 
kann die basophile Substanz — nachgewiesen nach Ropinow — verschiedene 
Formen, zentrale, kompakte Bereiche, Grana oder Faden aufweisen. 

Die vorstehenden Versuche haben eine gleichmaBige, starke Baso- 
philie der Zentralsubstanz ergeben und zeigen — tibereinstimmend 
mit den grundlegenden Arbeiten von HAMMARSTEN, HAMMARSTEN und 
TEORELL (1920), CaspERsson (1941) und Bracuet (1942) u. a. — dab 
diese auf Nucleinsaiuregehalt beruht. Die Zentralsubstanz hat also 
Kernfunktion (vgl. Brrnemann 1950, 1952). Die streng auf die Zentral- 
substanz beschrankte, homogene Verteilung der Ribonucleinsaure ist 
durch Vitalfirbung mit Pyronin erwiesen, wahrend nach Alkohol- 
fixierung die RNS in Form von Grana vorliegt. Desoxyribonucleinsaure 
konnte nur an fixiertem Material mit Hilfe der Methylgriinessigsaure 
oder der Feutgen-Methode in Granaform nachgewiesen werden. 

Acridinorange, mit Pyronin konstitutionschemisch verwandt, gehért zu der 
Gruppe der Acridine, die nach WaGNnerR-JAUREGG (1936, 1943) mit Nucleinséuren 
salzartige Verbindungen geben. Nachdem die Acridinorangefarbung der Quer- 
banden von Chromosomen (STrRuGGER, 1940), in denen CaspERSsON (1942) Nuclein- 
proteide fand, den Zusammenhang dieser Farbung mit Nucleinsauren vermuten 
lieB, haben Gossnmr (1949) und ZerceR, Harpers und MULLER (1951) die Bindung 


von Acridinorange an Nucleotiden nachgewiesen. 
Bei unseren Beobachtungen konnte nach Entfernen der RNS aus den Zellen 
noch homogene Acridinorangefarbung festgestellt werden, nach Extraktion aller 


1 Nach Angabe dieser Autoren soll sich in der Zellmitte ein farbloses Plasma 
befinden, in das die Endoplasten eingebettet sind. Vgl. hierzu auch die auf 8. 174 
angefiihrte franzosische Literatur. 
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Nucleinsauren trat iiberhaupt keine Farbung mehr auf. Daraus ergibt sich, daB die 
DNS mit fiir die Acridinorangefarbung verantwortlich sein muB?. : 


Chromidialapparat. Er wurde niemals beobachtet. Da Nuclein- 
sduren leicht an der Bildung postmortaler Strukturen wie Netze und 
Korner beteiligt sind (P. W. Makarow nach Kruxkow, 1950), kénnten die 
Grana sowohl bei Pyronin- und Methylgriinessigsiurefarbung, als auch 
die Grana und das chromatische Netz nach der FruteEn-Reaktion 
Denaturierungsprodukte sein. Ob Netz- oder Granaform vorliegen, 
scheint von der jeweils angewandten Fixierungsmethode abzuhangen. 


Zu den Acridinen gehort auch Trypaflavin, ein Mitosegift (LeTrRE und 
Lerrré 1946), das neben DNS- auch RNS-haltige Strukturen angreift (SticH 1950), 
Bemerkenswerterweise stimmen die vorstehend mitgeteilten Ergebnisse der Trypa- 
flavinfarbung mit denen der angewandten Nucleinsaéurenachweise nicht iiberein, 
wenn man von der gelegentlichen schwachen Anfarbung der Zentralsubstanz ab- 
sieht. 


Cyanophycinkérner. Jedoch farbt Trypaflavin intensiv die Cyanophycin 
kérner, die weder Phosphor noch Eisen enthalten sollen (MacaLLum, 1899), wahrend 
nach GUILLIERMOND (1926) ihre Proteinnatur feststeht. Demnach kénnten sie keine 
Nucleinsaéuren enthalten. Vermutlich spielen die EiweiBe bei diesen Farbungen eine 
Rolle. Méglicherweise besteht auch ein Zusammenhang zwischen Zentralsubstanz 
und Cyanophycinkérnern. 


Metachromatinkorner. Sie sind durch Fallung bedingte Kondensations- 
produkte bestimmter Kolloide (DANGEARD nach GUILLIERMOND, 1930) und sollen 
mit den Volutinkérnern A. Mrynrs (1904) identisch sein. Nur BRanpt (1941) macht 
bei Hefen einen Unterschied. BAUMGARTEL (1920) nennt diese Gebilde Epiplasten. 
Wie Meyer (1904) vermutete, enthalt Volutin Nucleinséuren, und zwar DNS 
(DELAPORTE und RHOUKELMAN, 1938, DELAPoRTE, 1940, CASPERSSON und BRANDT, 
1941). Von den Metachromatinkérnern, die nach Literaturangaben sowohl im 
Zentralkorper als auch im Chromatoplasma gesehen wurden, sollen zumindest 
die gréBeren zweischichtig sein. Aber Duaut (1946) zeigte bereits, da diese 


' Zwischen jungen und alten Zellen kénnen Unterschiede in Art und Bindung der 
Nucleinsiuren bestehen. Embryonale und intensiv wachsende Zellen haben einen 
groBen RNS-Gehalt, der mit fortschreitender Entwicklung abnimmt. Nach Gor- 
BUNOWA (1950, mir leider erst nach Abschlu8 meiner Untersuchungen zuginglich 
geworden) vermindert sich auch bei Gloeotrichia Pisum mit zanehmendem Alter der 
RNS-Gehalt. Die eigenen Versuche mit Pyronin und Methylgriinessigsiurefarbung 
zeigen einen groBeren RNS-Gehalt in jungen Fischerella thermalis-Zellen, wahrend in 
alteren mehr DNS nachzuweisen ist. Nach unserer Kenntnis von der Bedeutung der 
DNS fiir die Zellteilung miissen wir DNS auch in jungen Zellen annehmen. Da sie 
leicht extrahierbar ist, kénnte sie durch die Alkoholfixierung aus jungen Zellen 
herausgelést worden sein. Dies scheint auf verschiedene Bindungsarten in Jugend 
und Alter hinzudeuten. So beobachtete auch Cerurt (1949) an jungen Bliitenanlagen 
mit zunehmendem Alter eine ,,gewisse Festigkeit der Verbindung des Nucleins mit 
dem anucleinischen Protein’. Da Lanthansalze Nucleoproteide fallen (HAMMARSTEN, 
HAMMARSTEN und TEORELL, 1928, u. a.), ware dann verstiandlich, daB BRINGMANN 
(1950) nur nach Lanthanbehandlung — vermutlich bei physiologisch jungen Zellen 
— eine positive FruLGEN-Reaktion erreichen konnte. Eigene Beobachtungen an 
Oscillatoria limosa und Fischerella thermalis scheinen auch in diese Richtung zu 
weisen. 
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zweischichtigen Kérner denaturierte Zentralsubstanz darstellen, was meine 
eigenen Farbungen nach Fixierung oder Saurebehandlung bestatigen. Auch die 
basophilen Grana BrinGMANNs (1950) sind hierher zu rechnen. Sehr wahrscheinlich 
wird auBerdem in vielen Fallen von Metachromatinkérnern gesprochen, wo kleine 
Zentralsubstanzgrana um den Zentralkérper verteilt liegen (vgl. Abb. 7a und 8a) 
z. B. bei Tolypothrix, auf das sich Ducut bezieht. 


> 


Die Metachromatinkérner sinddemnach farbbare Zentralsubstanz- 
partikel, die entweder schon in der Zelle vorlagen oder durch Denatu- 
rierung entstanden sind. 

Vacuolen. Wahrend Gxitier (1936, S. 12) meint, daB die Vacuolen in bestimm- 
ten Abschnitten vielzelliger Cyanophyceen wohl allgemein im Chromatoplasma und 
meist an der Peripherie der Querwande entstehen, sieht Dancrarp (1933) im 
Zentralk6rper wegen seiner Farbbarkeit mit Neutralrot eine Vacuole, aus der die 
echte durch Entmischung entstehen soll. Das Vacuolensystem heiBt bei ihm 
,.Vacuom~. Auch Mnynr (1904) halt die Zentralsubstanz fiir eine Vacuole des 
Cytoplasmas mit zahfliissigem Inhalt. 

Auch die vorstehenden Beobachtungen lassen bei der Entstehung der 
Vacuolen einen gewissen Zusammenhang zwischen diesen und der Zen- 
tralsubstanz erkennen, wie ihn auch GUILLIERMOND (1906ff.), BECKER 
und BrecKEROwWA (1937) u. a. fanden, ohne diesem Problem jedoch weiter 
nachzugehen!. 

Die Zentralsubstanz lag haufig miitzenformig der Vacuole an oder umgab sie in 
Form mehrerer Partikel. AuBerdem nahm mit wachsender Vacuolisation der Zell- 
gehalt an Zentralsubstanz ab, bis unter Umstanden nichts mehr von ihr zu finden 
war. (Vgl. hierzu auch die negative FrutaENreaktion bei Oscillatoria Borneti nach 
Drawert, 1949.) Kurz vor dem Erscheinen der Vacuolen machte die Zentralsub- 
stanz den Eindruck, als wenn sie sich im Ubergang vom Gel zum Sol befande. 

Wie die verschiedene Gestalt der Zentralsubstanz, so ist auch die 
Vacuolenbildung eine Folge der Zellalterung, die bei niederen Blau- 
algen durch AuBenfaktoren bedingt ist, bei hoheren Formen jedoch als 
natiirlicher EntwicklungsprozeB eintritt. Die echten Vacuolen haben 
diinnfliissigen Inhalt mit BRownscher Molekularbewegung; doch sind die 
bewegten Partikelchen gewiB keine Metachromatinkorner, da sie sich nie 
anfarben. 

Sollte tatsichlich — wie es nach dem mikroskopischen Bild aus- 
sieht — bei der Vacuolenbildung die Zentralsubstanz verschwinden, so 
hatte das natiirlich sehr weitgehende Konsequenzen fiir die 
Deutung der letzteren als Traiger der Kernfunktion (BRina- 
MANN, 1950, 1952). Da die Vacuolen nur in den alternden Zellen auf- 
treten, waren sie eventuell als ein Zeichen fiir Zellsenilitat aufzu- 
fassen, wobei dann sehr wahrscheinlich auch die ganze Steuerung des 


1 In gewisser Beziehung zu dem hier interessierenden Problem stehen auch 
Angaben in den Arbeiten von DaNGHARD (1908, zitiert nach GuILLERMOND, 1930), 
Kiisrer (1921, 1935), GuirtimrMonD (1930), GIcKELHORN (1931), Restur (1936), 
Frey-Wysstina (1938), LepEescHKrn (1938) und Wana (1938). 
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Zellgeschehens durch die Zentralsubstanz als Kernaquivalent in Un- 
ordnung kame?. 

Plasmolyse. Wahrend junge Blaualgenzellen keine echte Plasmolyse 
zeigen, verhalten sich alte zumindest im Bereich der Vacuole wie Zellen 
hoherer Pflanzen. DRaAweERTs Ansicht (1949), dai Membran und Plasma 
miteinander verwachsen seien, kénnte demnach nur fiir junge Zellen 
zutreffen, da Mitu~porr (1937, 1938) die plasmatische Herkunft der 
Quermembranen nachgewiesen hat. Unterschiedliches plasmolytisches 
Verhalten gleich aussehender Zellen kann nach den vorstehenden Ver- 
suchen auf verschiedene Entquellbarkeit der Zentralsubstanz zuriick- 
gehen. Diese Beobachtung und die gequollenen ,,Ubergangsstadien** der 
Zentralsubstanz bestitigen die Annahme Drawers: Der Turgor der 
Cyanophyceenzelle beruhtaufeinem Quellungsmechanismus, 
ein Satz, der aber nur Giiltigkeit haben kann, soweit nicht echte Vacuolen 
vorliegen. Das Plasma der Blaualgenzelle entspricht in seinem Plasmo- 
lyseverhalten weitgehend dem héherer Pflanzenzellen, wie seine Reak- 
tionen auf CaCl, und KSCN gezeigt haben (siehe auch Kucwar, 1950). 

DaB bei Oscillatorien haufig eckige Zellsaftraume auftreten — im Gegensatz zu 
den mehr rundlichen Vacuolen anderer Cyanophyceen — koénnte seine Ursache in 
der Plasmaviscositit haben. Da nach unseren Beobachtungen die Vacuolen der 
Oscillatorien durch die gleichen Vorginge entstehen wie bei allen anderen Blaualgen, 


diirfte es zweckmaBig sein, den Begriff ,,.keritomie™ in Zukunft nicht mehr zu 
verwenden. 


Heterocysten. Uber sie laBt sich auf Grund dieser Arbeit nur sagen, daB sie 
einen Zentralkérper wie die vegetative Zelle besitzt. Demnach ist die Voraussetzung 
fiir Teilungs- bzw. Keimungsvorginge (GrITLER, 1921, STEINECKE, 1932, u. a.) 
erfiillt. Die Annahme, die Teilungsfahigkeit miisse erst wiedergewonnen werden 
(Fritscu, 1951), ist entbehrlich. 

Die gesamten Beobachtungen ergeben folgendes Bild vom 
Aufbau und der Entwicklung der Blaualgenzelle: Die normale, 
vegetative Zelle enthalt peripher eine chlorophyllhaltige plasmatische 
Grundsubstanz, das Chromatoplasma, und in der Mitte eine farblose 
Zentralsubstanz, die normalerweise als zusammenhangende Masse in 
Form eines Zentralkérpers vorliegt. Der DNS- und RNS-Gehalt kenn- 
zeichnet diese Substanz als Kerniiquivalent, dessen Quellfihigkeit in die- 
sem unvacuolisierten Zustand sonderbarerweise weitgehend den Turgor 
der Cyanophyceenzelle zu bedingen scheint. 

Die vegetativen Zellen differenzieren sich aus ihrem meristematischen 
Zustand bei primitiven Blaualgen, soweit tiberhaupt méglich, auf Grund 
von AuBenfaktoren, bei héheren Formen nach inneren Entwicklungs- 
gesetzen in folgender Art: Es zeigen sich zwei polar entgegengesetzte 


* Quellungserscheinungen des Zellkernes (MiGuLA, 1888; SaKkamuRa, 1933, 
letzterer zitiert nach T1scHLEr, 1934) und Vacuolenbildung im Kern (Bexar, 1930, 
zitiert nach TiscHLER, 1934) bringt TiscHLER (1934) mit DNS in Zusammenhang. 
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Differenzierungen. Hinerseits kénnen Dauerzellen gebildet werden, wobei 
der Zentralkérper vollstandig in Grana aufgeteilt wird, gleichzeitig bilden 
sich Cyanophycinkérner. Andererseits altern die Zellen so, da dabei 
aus oder in der Zentralsubstanz Vacuolen entstehen; im Extremfall ist 
von der Zentralsubstanz nichts mehr zu finden (bestes Beispiel Gloeo- 
trichia Pisum). 

Nur die héchsten Blaualgenformen zeigen im Lauf ihrer 
nattrlichen Entwicklung alle Entwicklungsméglichkeiten 
der meristematischen Zelle. Die Mehrzahl der Blaualgen 
verbleibt normalerweise im meristematischen Zustand}, 


Zusammenfassung. 


1. Mit Hilfe der Acridinorangefirbung (und anderen basischen Vital- 
farbstoffen) wurde die ,,Zentralsubstanz‘ als Bestandteil der Zell- 
mitte in jeder normalen Blaualgenzelle festgestellt. Die Basophilie der 
, Zentralsubstanz‘‘ beruht auf homogen verteiltem Nucleinsduregehalt, 
der diese Zellstruktur als Kernaquivalent kennzeichnet. Die Zentral- 
substanz ist farblos und bedingt die hellere Pigmentierung der Zellmitte. 

Die Zentralsubstanz kommt in teilungsfaihigen Zellen in Form eines 
geschlossenen Korpers, des Zentralk6rpers, vor. Mit zunehmendem 
Zellalter teilt sie sich in einzelne Partikel auf. In alten Zellen und Dauer- 
zellen liegen nur noch Zentralsubstanzpartikelchen vor. 

Kin Centroplasma konnte nicht gefunden werden. 

2. Vacuolen innerhalb des normalen Entwicklungsganges konnten 
an 2 Formen beobachtet werden. Sie traten nur in alten Zellen (alte 
Trichomteile, Haarzellen) auf. 

In iiberalterten Kulturen (Erddekokt, Aqua dest.) konnten bei Ana- 
baena und Cylindrospermum-Arten — Vertreter, die normalerweise frei 
von Vacuolen sind — Vacuolen hervorgerufen werden. Auch in diesen 
Fallen hing die Vacuolisation mit der Zellalterung zusammen. 

Ks handelt sich um echte, diinnfliissige Vacuolen mit BRownscher 
Molekularbewegung im Innern. 

3. Zwischen Zentralsubstanz und Vacuolenbildung wurde folgender 
Zusammenhang beobachtet: Die Zentralsubstanz lag entweder der Vacu- 
ole miitzenférmig an oder in Form einzelner Partikelchen um sie herum. 
Tn alten Zellen waren teilweise nur noch Vacuolen, aber keine Zentralsub- 
stanz mehr zu erkennen. Die Zentralsubstanz scheint aus dem Gel- in den 
Solzustand iibergehen und so Vacuolen bilden zu kénnen. 

4. Durch die Quellungsfahigkeit der Zentralsubstanz wird in 
teilungsfahigen Zellen der Turgor bedingt; in der vacuolisierten Zelle 
hangt er weitgehend von der Vacuole ab. Das Plasmolyseverhalten 


1 Vgl. die meristematische Teilung der Oscillatorien nach FRESENIUS, 1845. 
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der vacuolisierten Blaualgenzelle entspricht im wesentlichen dem einer 
héheren Pflanzenzelle. 

5. Die Metachromatinkérner scheinen Zentralsubstanzpartikel — 
zum Teil denaturiert — zu sein. 

6. Die Cyanophycinkérner — stark lichtbrechende Einschliisse in 
alten Zellen (z. B. Dauerzellen) — in denen sich keine Nucleinsaéure nach- 
weisen lieB, farbten sich intensiv mit Trypaflavin, das nach Angaben 
friiherer Autoren nucleinsaiurehaltige Strukturen angreifen soll. Diese Un- 
stimmigkeit kann darauf beruhen, da die Proteine bei der Farbung eine 
gréBere Rolle spielen als bisher nachgewiesen werden konnte. 


7. Die normale Blaualgenzelle ist als eine Zelle anzusehen, die 
stets im meristematischen Zustand verbleibt; erst bei ihrer Alte- 
rung, die haufig nur durch AuBenfaktoren bedingt werden kann, treten 
auch Alterserscheinungen auf. 


8. Die cytologischen Verhaltnisse bei Beggiatoa konnten noch nicht 
restlos geklirt werden. Es ist anzunehmen, daB Beggiatoa-Zellen frih- 
zeitiger als Oscillatorien-Zellen altern. 


9. Zu den Untersuchungen wurden 27 Arten verwendet. 


Fiir Stellung des Themas und Foérderung der Arbeit méchte ich Herrn Professor 
Dr. R. Harper herzlich danken. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Gottingen.) : 


Untersuchungen iiber die Ernihrung einiger 
Myxobakterien*. 


Von 
HELGA OETKER. 


Mit 16 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 10. Mai 1953.) 


Die alteren Arbeiten iiber die Myxobakterien beschreiben einzelne Vertreter 
dieser damals noch wenig bekannten Organismengruppe, ihre Ergebnisse sind bei 
JAHN (1924) zusammengefaBt; die neueren Untersuchungen beschaftigen sich 
hauptsachlich mit bestimmten physiologischen Problemen, Neben cytologischen, 
entwicklungs- und bewegungsphysiologischen Arbeiten (KRZEMIENIEWSKI 1928, 
Bapian 1930, 1933, Minovipoy 1935, BrEpe 1941, SranteR 1942, KLIENEBERGER- 
Noset 1945, 1947, Prexarskrt 1949, Mryrer-PIETSCHMANN 1951) gibt es auch 
mehrere Untersuchungen iiber vorwiegend ernahrungsphysiologische Fragen, die 
sich mit der Brauchbarkeit einiger C- und N-Quellen (KRZEMIENIEWSKI 1937, 
Sotntzewa 1941, Berspe 1943, Kiunwery 1950, Fryck 1951) und Wirkstoffe 
(Finck 1951) fiir die Myxobakterien befassen. Ein Vergleich der Ergebnisse unter- 
einander und mit gelegentlichen Beobachtungen der alteren Autoren (Baur 1905, 
Quen 1906, VaHLE 1909, JAHN 1936) zeigt deutliche Widerspriiche, besonders 
beziiglich der Verwertbarkeit niedermolekularer C- und N-Verbindungen. 

Es gibt aber noch einen ganz anderen Gesichtspunkt fiir die Betrachtung der 
Ernahrungsphysiologie der Myxobakterien: ihre Beziehung zu anderen Bakterien. 
Schon altere Autoren (Baur 1905, JAHN 1915, Pryoy 1921) hatten einen EinfluB 
anderer Mikroorganismen auf die Myxobakterien festgestellt, spiter wies KUHL- 
WEIN (1950) eine symbiontische, vielleicht auch symbiontisch-parasitische Bezie- 
hung eines Myxobakteriums zu Amodben, Finck (1951) die bakteriostatische bzw. 
bactericide Wirkung der Myxococcaceen nach, aber nur SOLNTZEWA (1939, 1941), 
Snresko, McAuuister und Hircuner (1941, 1942), Benpr (1941/42) und Imsn- 
NECKI (1951) beobachteten eine Lysis von Fremdbakterien durch Myxobakterien 
und erkannten einen Zusammenhang dieser Erscheinung mit der Ernahrung der 
Myxobakterien. Die umfassendste, in Deutschland aber zunachst unbekannt geblie- 
bene Aufklarung der Verhaltnisse ist durch OxrorD und Srneu (1946) und Sineu 
(1947) erfolgt, die nachwiesen, daB die Myxobakterien sich auch allein mit lebendem 
(aber auch mit abgetétetem) Bakterienfutter gut entwickeln kénnen. Die Fremd- 
bakterien werden durch ein Antibiotikum getétet (dessen Rohdarstellung bereits 
gelang) und durch proteolytische Fermente gelést. 

LaBt man die Widerspriiche auBer Acht, so kann man in groBen Ziigen aus der 
zitierten Literatur folgern: Fiir die Myxobakterien sind verwertbar als C- Quellen: 
Mono-, Di- und Polysaccharide, ferner der C-Gehalt organischer Stickstoffverbin- 
dungen; als N- Quellen: Mineralischer Stickstoff, Aminosduren, Pepton und die 


* Dissertation der Mathem.-Naturwiss. Fakultaét der Universitat Gottingen. 
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EiweiBe der Bakterienzelle. Ob eine so groBe Spanne ausnutzbarer Nahrungs- 
quellen tatsachlich gegeben ist, ob sie fiir alle Myxobakterien zutrifft oder ob die 
morphologisch definierten Arten in Rassen mit verschiedenen physiologischen 
Fahigkeiten zerfallen, kann wohl erst durch zahlreiche Versuche geklart werden. 

In den nachstehenden Untersuchungen soll daher ein weiterer Beitrag 
zur Frage nach der Wirkung verschiedener C- und N-Quellen sowie 
mehrerer Wirkstoffe auf das Gedeihen einiger Myxobakterien-Stimme 
gebracht werden. AuBerdem beschaftigen sie sich auch mit der Ernih- 
rung der Myxobakterien durch Futterorganismen. Die Srvauschen Unter- 
suchungen sind nur mit Myzococcaceen durchgefiihrt worden, in den 
folgenden Versuchen wurde auch eine Polyangiacee auf ihre bakterio- 
lytischen Fahigkeiten gepriift. Da Stncu als Futter eine Reihe von 
Bakterienstémmen verwendet hat, war es wiinschenswert, das Verhalten 
der Myxobakterien nicht nur gegen diese, sondern auch gegen andere 
Mikroorganismengruppen, die am natiirlichen Standort der Myxobak- 
terien vorkommen k6nnen, zu untersuchen; deshalb wurden auch Fiit- 
terungsversuche mit einigen Pilzen und Algen angestellt. 


A. Experimenteller Teil. 
I. Versuchsmaterial, Vorversuche, Versuchsbedingungen. 


I. Gewinnung der Rohkulturen. 


Zur Gewinnung der Rohkulturen wurden mit sterilisierten Wildmisten belegte 
Bodenproben aus verschiedenen Teilen Deutschlands gut angefeuchtet in Prrrt- 
schalen ausgebreitet (vgl. JAHN 1924, 1936, KrzEMIENIEWSKI 1926, 1927, 1928, 
1930). Nach einigen Wochen — bei Aufbewahrung im Dunkeln und bei zahlreichen 
Ansatzen — traten die Fruchtkérper von M yxococcus fulvus, Myxococcus virescens, 
Chondrococcus coralloides und Polyangiwm fuscum mehrfach, von M yxococcus stipt- 
tatus und Podangiwm erectum sowie einer Sorangiwm- und einer Archangium-Art je 
einmal auf. Mit Ausnahme der letztgenannten beiden Arten konnten alle Formen 
weiterkultiviert werden. 

Wesentlich bessere Erfolge ergab das Verfahren mit Futterbakterien als Koder 
(StncH 1947, Nor&n 1951), bei dem die zu untersuchenden Bodenproben auf nahr- 
stofffreien Agar mit einem Ausstrich geeigneter Futterbakterien gestreut werden. 
Mit dieser Methode — mit Escherichia coli als Futter — lieBen sich z. B. bei mehreren 
Stichproben im Friihjahr 1952 Myzxococcus fulvus, Myxococcus virescens und 
Chondrococcus coralloides schon in kleinsten Bodenkriimeln aus dem Gé6ttinger 
Botanischen Garten leicht nachweisen. 

Fiir die nachstehenden Versuche wurden Myxococcus fulvus, Myxococcus vires- 
cens, Myxococcus stipitatus und Podangium erectum benutzt; diese Arten wurden 


rein kultiviert. 


2. Gewinnung und Erhaltung von Reinkulturen. 


Uber die Herstellung reiner Myxobakterien-Kulturen gibt es nur wenige Literatur- 
angaben: Nach Vaute (1909), JaHNn (1936), KRZEMIENIEWSKI (1937) und Soxn- 
TzpWA (1941) soll wiederholtes Abimpfen der auf ersten Spitzen des vegetativen 
Schwarmes auf geeignete Béden zu Reinkulturen fiihren. Die tibliche Reinziichtung 
mit dem Kocuschen Schiittelplattenverfahren halten die meisten Beobachter nicht 
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fiir moglich, da sie keine Sporenkeimung im Agar erreichen konnten, aber SINGH 
(1947) gliickte diese Methode doch. Uber Versuche zur Isolierung mit dem Mikro- 
manipulator finden sich Angaben bei MeyER-PinTscHMANN (1951). 

Zur Gewinnung absoluter Reinkulturen von Myxobakterien mussen 
zwei Bedingungen erfillt sein: Alle Begleitorganismen miissen entfernt 
werden, was wegen ihres Festhaftens im Schleim der Myxobakterien sehr schwierig 
ist, und auBerdem muB der verwendete Nahrboden so beschaffen sein, daB die 
Reinkulturen auf ihm gut wachsen. 


a) Beseitigung der Begleitorganismen. 

Versuche, Reinkulturen durch wiederholtes Abimpfen der Schwarmspitzen, 
durch Flachenausstriche, durch auBere Sterilisation der festen Podangiwm-Cysten 
(mit H,O,, Alkohol und Chlorkalk in verschiedenen Konzentrationen und bei ver- 
schiedenen Anwendungszeiten) zu erreichen, miBlangen. Auch das Kocusche 
Plattenverfahren fiihrte nicht sofort zu reinen Kulturen, da eine Isolierung 
der durch Schleim zusammenhaftenden Myxobakteriensporen und Fremdorganis- 
men durch einfaches SchiittelIn in Wasser nicht méglich war. 

Erst als eine gr6Bere Menge von Fruchtkérpern mit feinem Quarz- 
mehl in einer Reibschale griindlich zerrieben und dann mit sterilem 
aq. bidest. aufgenommen und geschiittelt wurde, gliickte die Isolierung. 
Von den Sporen tiberstanden zwar nicht alle die grobe Behandlung, 
aber einige keimten im Agar zu sehr kleinen Kolonien aus. Bei den 
untersuchten Arten sehen sie alle sehr a&hnlich aus: rund, mit stache- 
ligem Rand. Sie zu erkennen und abzuimpfen, ist wegen der dazwischen- 
liegenden Fremdbakterien-Kolonien etwas schwierig, aber durchaus 
moglich. Vorsichtshalber wurden die Fruchtkérper der so erhaltenen 
Kulturen nochmals der gleichen Methode unterworfen. 


b) Brauchbare Substrate fiir die Kulturen nach Beseitigung 
der Begleitorganismen. 

Parallel mit der Entfernung der Begleitorganismen liefen Versuche, geeignete 
Substrate fiir die allmahlich reiner werdenden Myxobakterien-Kulturen zu finden. 
Rohkulturen wachsen und fruktifizieren auf vielen Nahrbéden, weil fast immer ein 
Teil der Begleitorganismen, die sich auf diesen Substraten vermehren, als Futter fiir 
die Myxobakterien brauchbar ist, wahrend Reinkulturen ihr Nahrstoffbediirfnis 
allein aus dem Boden decken miissen; es gibt aber nur wenige Medien, die ihnen 
eine vollstandige Entwicklung mit guter Fruktifikation gestatten. 

Die Rolle der Begleitorganismen fiir die Entwicklung der Myxo- 
bakterien zeigte sich tibrigens deutlich am Riickgang der Frucht- 
kérperbildung mit zunehmendem Reinheitsgrad der Myxobakterien- 
kulturen, als zufallig eine Zeitlang ein fiir Reinkulturen sehr ungiinstiger 
Rehmist-Agar benutzt wurde (Tab. 1). 


Als am geeignetsten zur Haltung von Reinkulturen erwiesen sich 
Agarplatten (2%), die — entsprechend Styeu (1947) — als einzige 
Nahrungsquelle abgetétetes Bakterienfutter enthielten. Solche 
Bakterienfutterbéden wurden spiiter ausschlieBlich zur Gewinnung von 


Untersuchungen tiber die Ernahrung einiger Myxobakterien. 209 


Reinkulturen verwendet. Dazu wurden in mehreren Vorversuchen M yxo- 
coccus fulvus, M. virescens, M. stipitatus und Podangium erectum (die 
damals alle in noch nicht voéllig reinen Kulturen vorlagen) mit einer 
Reihe von lebenden Bakterien gefiittert, indem auf einer 2% igen Agar- 
gallerte (--0,5°,, NaCl) ein dicker Ausstrich der Futterbakterien her- 
gestellt und mit einem Myxobakterien-Fruchtkérper zentral beimpft 
wurde. Dadurch konnten fiir Reinzuchtbéden brauchbare Futterbak- 
terien erkannt werden; als am besten geeignet erwiesen sich von allen 
gepriiften verwertbaren Organismen Escherichia coli und Staphylococcus 
aureus. Spater wurde dann auch die Frage nach der giinstigsten Konzen- 
tration der Futterbakterien im Nahrmedium untersucht; am besten 
wirkten 0,10—0,15 ¢ Trockengewicht je 100 cm3, das ist etwas mehr, 
als bei BEEBE (1941) angegeben ist (0,05 g je 100 cm’). 


Tabelle 1. Riickgang der Fruktifikation bei Myxococcus fulvus auf Rehmist-Agar 
(2% Rehmistdekokt, 2% Agar, px = 6,4 bis 7,5) bei allmédhlicher Reinigung. 


Impfserie. . . . 


Leagan 4 5 6 7 
Anteil der fruktifizierenden | 


Tye oe eel a 


| 
Kulturen, 3 Wochen nach | 
der Impfung, in % 100 | 100 | 80 | 71 | 64 | 58 | 38 

Herstellung der Bakterienfutter-Boéden mit Staphylococcus aureus oder 
Escherichia coli. Die Futterbakterien wurden drei Tage im Flachenausstrich auf 
Probacit-Agar (1% Probacit, 1% Glucose, 1% Pepton, 2,3% Agar, pH = 7) bei 
25° C angezogen. Fiir 500 em* Nahrboden war die Bakterienmasse von ungefahr 
20 Prrri-Schalen erforderlich. Die Bakterien wurden mit einem Nickelspatel ohne 
Verletzung des Agars vorsichtig abgeschabt und in 500 cm? physiologischer NaCl- 
Lésung suspendiert. Dann wurden 2% Agar zugefiigt und dreimal im Dampftopf 
sterilisiert. Eine Priifung des pg-Wertes mit Bromthymolblau nach dem ersten 
Sterilisieren ergab in allen Fallen 6,5—7. Wurde zum Suspendieren statt physio- 
logischer NaCl-Lésung ein 2% iger Kartoffeldekokt (Kartoffelreibsel 30 min in aq. 
bidest. gekocht) genommen, so ergab sich fiir Podangiwm erectum eine noch bessere 
Entwicklung. Es zeigte sich aber in mehreren Fallen, da diese Futterboden nur 
frisch gut verwertbar sind. 

Die Myxobakterien-Reinkulturen blieben in vielen Passagen auf Bakterienfutter- 
Boden erhalten, ohne daB ein Riickgang in der Entwicklung eintrat. 


Auf Coli- und Staphylococcus aureus-Boden mit und ohne Kartoffel- 
dekoktzusatz wuchsen und fruktifizierten Myxococcus fulvus und M. 
virescens gut, M. stipitatus entwickelte sich vegetativ gut, fruktifizierte 
aber nur schwach, Podangiuwm erectum wuchs bei Kartoffeldekoktzusatz 
iippig; es bildete jedoch auf Coli-Béden nur Fruchtkérperanlagen aus 
und auf Staphylococcus aureus-Béden + Kartoffeldekoktzusatz immer 
nur wenige normale Fruchtkérper. Bei allen Myxobakterien konnte aller- 
dings mit totem Futter niemals eine vegetativ und fruktifikativ so 
iippige Entwicklung erhalten werden wie mit gleichem lebenden 
Futter. 
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Wiahrend man die antibiotische Wirkung der Myxobakterien (d. h. 
die Tétung der Fremdorganismen) immer nur im Bereich des vegetativen 
Schwarmes bemerkt, kann man auf Bakterienfutterbéden (ohne Kar- 
toffeldekoktzusatz) sehr gut eine Diffusion des proteolytischen 
Fermentsystems erkennen, die besonders bei dem Coli-Boden deut- 
lich ist. Um die sich ausbreitenden vegetativen Schwarme der Myao- 
coccus-Arten sieht man zwei konzentrische Klaérungshofe, von denen der 
innere ganz klar ist und der auBere in einer gleichmaBigen, aber nicht 
vollstandigen Klarung erscheint. Dagegen erkennt man bei Podangium 
erectum nur einen Klarungshof, der allmihlich in den unbeeinfluBten 
Agar iibergeht, wie es bei gleichmaBiger Diffusion eines lytischen Fer- 
mentes nach allen Richtungen vom Schwarm aus zu erwarten ist. Die Er- 
scheinung bei den Myxococcus-Arten legt den Gedanken an zwei diffun- 
dierende Systeme mit verschiedenen Diffusionsgeschwindigkeiten nahe. 


Neben den Bakterienfutter-B6den wurden verschiedene andere natiirliche 
Substrate zur Erhaltung von Reinkulturen gepriift, wobei die Ergebnisse nur kurz 
wiedergegeben werden sollen, da sie ja wegen der unkontrollierbaren und schwan- 
kenden Zusammensetzung der Naihrbéden kein allgemeines Interesse haben kénnen. 


Verschiedene Mistdekokte (Rotwild-, Hasen-, Kaninchenmist) +2°% 
Agar hatten je nach Art und Herkunft schwache bis gute Wirkung auf 
Wachstum und Fruchtkérperbildung. Wahrscheinlich hangt diese Wir- 
kung vor allem vom Bakterienreichtum des Mistes ab, denn eine Fil- 
tration der Dekokte durch bakteriendichte Membranfilter 
fihrte zu nicht verwertbaren Béden. Baickerhefe und Erd- 
dekokte + 2% Agar ergaben in verschiedenen Konzentrationen nur 
gute vegetative Entwicklung bei allen gepriiften Arten, waihrend Kar- 
toffeldekokt (5% Kartoffelreibsel) + 2°, Agar bei den Myzxococcus- 
Arten schwaches Wachstum und geringe Fruktifikation, bei Podangium 
erectum gutes Wachstum und schwache, aber vollkommene Fruchtkérper- 
bildung hervorrief. Dabei lie sich mit Luaotscher Lésung die verschie- 
den gute Starkehydrolyse durch die Myxobakterien nachweisen: 
Podangium erectum baut die Stiirke weit itiber den Schwarmbereich 
hinaus ab, die Myxococcus-Arten lésen sie nur im Schwarmgebiet, M yxo- 
coccus fulvus am stirksten, M. virescens und M. stipitatus nur schwach. 
Als sehr gut erwiesen sich Mischungen von Mist- und Kartoffel- 
dekokten. Auf Probacit-Agar und Malz- Agar (3% Biomalz, 2° Agar, 
pu aut 6,5—7 eingestellt) trat bei den Myxococcus-Arten nur vegetatives 
Wachstum ein, wihrend Podangium erectum sich nicht entwickelte. 


3. Die Versuchsbedingungen. 


Substrat: Alle Versuche wurden auf 2°,igem Agar (in iiber Quarz 
destilliertem Wasser) gemacht. 

Bei der Beurteilung der Verwertbarkeit eines agarhaltigen Nahrbodens fiir die 
Myxobakterien wurde eine (an sich langst bekannte) Erscheinung im Gegensatz zu 
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friiheren ernihrungsphysiologischen Arbeiten (Ki uuweErn 1950, Frnck 1951) 
besonders beachtet, namlich daB® sich viele Myxobakterien bereits auf 
reinem Agar schwach entwickeln. Es wurden daher bei der Beimpfung eines 
Nahrbodens stets Kontrollkulturen auf reinem Agar angelegt. Aus gewissen 
Beobachtungen darf geschlossen werden, daB diese Entwicklung nicht auf einem 
geringfiigigen Abbau des Agars beruht, sondern durch die Reservestoffe der aut- 
geimpften Sporen oder Staibchen ermoéglicht wird. Fiir alle Versuche wurde ein 
sehr eiweiBarmer Agar benutzt (Stangenagar von Merck, Lieferung 1928). Je 
nach der Vorbehandlung hatte er folgenden N-Gehalt (KsELpAnn-Bestimmungen) 
bezogen aufs Trockengewicht: 

1. 14 Tage griindlich ausgefault: 0,10%, 2. 2 Tage in Leitungswasser, 1 Tag in 
aqua dest. gewassert: 0,149, 3. unvorbehandelt: 0,22%. Das entspricht bei der 
Annahme, daB es sich nur um in Proteinen gebundenen Stickstoff handelt, einem 
EiweiBgehalt von ungefahr 0,6% bei 1., 0,9% bei 2., 1,4°% bei 3. Da der Unterschied 
zwischen ausgefaultem und gewassertem Agar nicht sehr groR ist, wurde fiir alle 
Versuche der gewasserte Agar benutzt. 

Temperatur: Samtliche Kulturen (auch die Anzuchten der Futterorganismen) 
wurden in Thermostaten bei 25° C gehalten. Einige Versuche bei 28° und 33° zeigten 
wohl Hinfliisse auf die Pigmentierung und geringe Steigerung der Wachstums- 
geschwindigkeit, aber keine Wirkung auf die Entwicklungsstarke. 

Der px-Wert aller benutzten Kultursubstrate wurde mit Bromthymolblau auf 
6,5—7 eingestellt, da die untersuchten Arten sich bei neutraler Reaktion gut ent- 
wickeln konnten. 

Das Myxobakterien-Impfmaterial wurde fiir alle Versuche 10 Tage auf Boden 
mit totem Bakterienfutter herangezogen, die Myxococcus-Arten auf Coli-Agar, 
Podangium erectum aut Staphylococcus awreus-Kartoffeldekokt-Agar. Zur Beimpfung 
der Versuchskulturen wurden nur Fruchtkorper verwendet. 

Die Anzucht der Futterorganismen fiir die Versuche mit lebendem Futter 
erfolgte in Prrri-Schalen im Flachenausstrich. Die Bakterien wurden auf Probacit- 
Agar (Ausnahme Bacterium radicicola aut Spezialboden), die Hefen auf Malzextrakt- 
Agar 3 Tage kultiviert, Phlyctochytrium spec. dagegen 10 Tage auf Pepton-Malz- 
Agar (0,25% Pepton, 2% Biomalz, 1,5% Agar, py 6—6,5). Die Algen wurden 
4 Wochen auf Knop-Agar bei diffusem Tageslicht bei 18—22° C angezogen. Alle 
Futterorganismen lieBen sich mit der Impfése leicht vom Nahrboden abheben. 

Die Registrierungen erfolgten bei allen Versuchen nach 10 Tagen, bei einigen 
kam noch eine weitere nach 5 Tagen hinzu. 

Alle Versuche wurden in mehreren parallelen Serien angelegt. Methodische 
Einzelheiten, die bei den Versuchen jeweils verschieden waren, sollen kurz bei der 
Beschreibung der Versuche mit erwaihnt werden. 


> 


4. Die Bewertung der Kulturen. 


Zur Beurteilung der Entwicklung wurde nach den Erfahrungen an 
den Stammkulturen und an Vorversuchen ein Bewertungsschema auf- 
gestellt, das die vegetative Entwicklung und die Fruktifikation getrennt 
quantitativ und qualitativ zu erfassen sucht’. 


1 Damit der Einflu8 der Herkunft des Impfmaterials nicht die Beurteilung eines 
Nahrbodens beeintrachtigen konnte, wurden die Versuchs- und die zugehérigen 
Kontrollkulturen stets mit Material derselben Herkunft beimpft. 

2 Beide Erscheinungen hangen zwar zusammen, indem eine gute Fruktifikation 
eine gute vegetative Entwicklung voraussetzt, aber letztere fiihrt nicht zwangs- 
laufig auch zu einer kraftigen Fruktifikation. 
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Vegetative Entwicklung: 

Radius des vegetativen Schwarmes (die Schwarme sind fast immer kreisrund) 
10 Tage nach der Impfung, Angabe von Mittelwert und Amplitude. Die GroBen der 
Schwiirme in Parallelkulturen schwankten zum Teil stark, der angegebene Mittel- 
wert dient nur zur besseren Ubersicht; Genaueres ist aus der Amplitude zu ersehen. 

Die Differenz der mittleren SchwarmgroBe nach 5 Tagen (r,) und nach 10 Tagen 
(r,) kann als ungefahres Maf fiir die Wachstum sgeschwindigkeit in diesem 
Zeitabschnitt gelten. Wo nur eine Messung gemacht wurde, geschah dies nach 10 
Tagen. 

Die Starke der Schleimbildung, das Aussehen und die Farbung des Schwarmes 
ergaben in den Versuchen keine starken Abweichungen; sie werden daher nur in 
Ausnahmefallen im Text erwahnt. 


Fruktifikation: 

Fruchtkérperentwicklung: Anl. 1 = erste Fruchtk6rperanlagen: Beginn 
von Sporenbildung und Schleimansammlung. Anl. 2 = fortgeschrittene Frucht- 
kérperanlagen: groBe Sporenanhaéufungen und Schleimmassen ohne once 
Formung. fert. = fertige, vollkommen entwickelte Fruchtk6rper. 

Starke der Fruchtkoérperbildung: Wertungsstufen entsprechend der Anzai 
der — geschatzten bzw. gezihlten — Fruchtkérper: Stufe 0 = keine, Stufe 1 = 1 
bis 10, Stufe 2 = 10—30, Stufe 3 = 30—100, Stufe 4 = tiber 100 je veget. Schwarm. 

Wenn in Parallelkulturen mehrere Stufen auftraten, sind alle angegeben. 

Bei Podangiwm erectum wird an Stelle der Zahl der Fruchtkérper die der Sori 
angegeben, dazu deren mittlerer Durchmesser. 

Durchschnittliche GroBe der Fruchtk6érper: Es wurden die am haufigsten 
in Stichproben-Messungen vorgefundenen GrdBen gewahlt (bei runden Frucht- 
ko6rpern Angabe des Durchmessers, sonst Linge und Breite; bei Ausbildung von 
Stielen deren Hohe und der Durchmesser des K6pfchens). 

Angaben iiber die Starke der Fruchtkérperbildung und tiber die GréBe der 
Fruchtk6rper sind nur dann in die Tabellen eingetragen, wenn fertig entwickelte 
Fruchtk6rper vorhanden waren}. 

Form und Farbe der Fruchtkérper zeigten nur in wenigen Versuchen starke 
Abweichungen von der Norm; sie werden deshalb nur in solchen Fallen kurz im 
Text erwahnt. 


5. Systematische EKinordnung und Beschreibung 
der Versuchsorganismen. 


Die morphologischen Gesichtspunkte der JAHNschen Systematik sollten nach den 
Forderungen aller neueren Autoren (StncH 1947, Kiinmwery 1950, 1952, Finck 
1951) dringend durch die Angabe der physiologischen Fahigkeiten unterstiitzt 
werden, da die Veranderlichkeit der morphologischen Eigenschaften der Myxo- 
bakterien sehr gro ist. Deshalb kann die folgende Gleichsetzung der fiir die vor- 
liegende Untersuchung rein kultivierten Arten mit den Jannschen nicht vollig 
sicher sein, ohne dafs es zweckmaBig gewesen wiire, auf Grund geringer morpho- 
logischer Abweichungen neue Arten oder Varietiten aufzustellen. Von den morpho- 
logischen Merkmalen werden nur die Variationsbreiten angegeben werden. 

Zu dem von JAHN angegebenen Unterschied zwischen Polyangiaceen und 
M yxococcaceen in der Form der Sporen (Myococcaceen: zu kugeligen Gebilden ver- 
kiirzte Stabchen; Polyangiaceen: nicht abgerundete, verkiirzte Stiibchen) kommt 


1 Die ‘GréBenangaben der Fruchtkérper bzw. Sori beziehen sich immer auf den 
Befund nach 10 Tagen. 
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nach den Beobachtungen in der vorliegenden Untersuchung, die sich allerdings nur 
auf die Polyangiaceen Podangium erectum und Polyangium fuscum und auf die 
Myzxococcaceen Myxococcus fulvus, M. virescens, M. stipitatus und Chondrococcus 
coralloides erstrecken, noch ein neues morphologisches Merkmal der Familien 
hinzu: der Bau des vegetativen Schwarmes in Agarkulturen. 

Bei den Polyangiaceen hat der Schwarm eine glanzende Oberflache, 
liegt dem Agar als kraftige Haut mit dicken Schleimadern auf, 
die sich ganz vom Agar abrollen laBt (Abb. 1). Der Schleim ist von sehr 
zaher Konsistenz. Mikroskopisch sieht man die Stibchen auf Bahnen 
_verschiedener Starke angeordnet, die radial, aber auch konzentrisch ver- 
laufen kénnen und am Rande arabeskenartig erscheinen. 


Abb. 1. Podangium erectum. Yiitterungsversuch Abb. 2. Myzxococcus fulvus, Fiitterungsver- 
mit Staphylococcus aureus auf Kartoffeldekokt- such mit Bacterium ferrugineum auf reinem 
Agar. Dernormalerweise nicht deutlich erkennbare Agar. Beleuchtung wie bei Abb. 1. Die 
Schwarm ist durch besondere Stellung der Licht- Futterbakterien sind vo6llig gelést, Frucht- 
quelle gut sichtbar gemacht. In der Mitte runder kérper zum groBten Teil im Bereich des ehe- 
Futterausstrich noch deutlich zu sehen (dunkle maligen rechteckigen Futterausstriches. Die 
Fliche), Fruchtk6rper-Sori zum grégten Teil um Oberfliche des Schwarmes erscheint gleich- 
den Ausstrich herum angeordnet. Die Oberfliche maBig und matt. Alter der Kultur 14 Tage. 
des Schwarmes erscheint geiandert, die Adern Natiirl. GroBe. 


selbst glinzen. Alter der Kultur 14 Tage. 1,6 x. 


Bei den Mywxococcaceen (Abb. 2) tritt der Schwarm in zwei Erschei- 
nungsformen auf, die sich in den vorliegenden Versuchen als nicht vollig 
substratgebunden zeigten, da sie unter gleichen Bedingungen auf dem- 
selben Nahrboden auftraten. Vielleicht hangen sie mit physikalischen 
Verhiltnissen zusammen, die durch verschiedene Anbringung des Impf- 
materials geschaffen werden (Verletzung des Agars, HKinbohrung des 
Impfmaterials in den Agar). Die hiufigere Form des Schwarmes hat 
eine matte Oberfliche und liegt dem Agar gleichmaBig diinn auf, der 
Schwarm la8t sich mit der Impfnadel vollig abkratzen, der Schleim ist 
wenig zih. Mikroskopisch sieht man im Schwarmgebiet unregelmabig ge- 
lagerte Stabchen, in den Randzonen ist die Anordnung etwas mehr netz- 
artig, der Rand ist durch vorspringende Schleimzungen mit Stabchen 
leicht gezackt. Die zweite Form des Schwarmes hat eine glanzende 
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Oberfliche, ist leicht in den Agar eingesenkt und ist nicht ohne Ver- 
letzung des Agars abzunehmen; mikroskopisch sieht man die Staébchen 
in die Agaroberfliche eingebohrt, Schleim ist kaum festzustellen. 

Bei den drei untersuchten Myxococcus-Arten traten gleiche Frucht- 
kérpertypen auf: ungestielte kugelige (Abb. 3a) oder keulige Frucht- 
korper (Abb. 5), die nach unten eingeschniirt sind, und gestielte kugelige 
Fruchtkérper (Abb. 4). Durch Fusion mehrerer Fruchtk6rper entstanden 


we 


Abb.3a. Abb.3b. 


Abb. 3. Fruchtkérpertypen bei Myxococcus 
fulvus. arund, b wulstig, ¢ langgestreckt. 60 x. 
Abb. 3e. 


haufig wulstige (Abb. 3b) bis langgestreckte wurstahnliche Gebilde 
(Abb. 3c), eine Erscheinung, die STANTER (1942) in Zusammenhang mit 
bestimmten Spannungsrichtungen im Agar bringt, denen die Bewegung 


Abb. 4. Abb. 5. Abb. 6. 
Abb. 4. Mywococcus fulvus, Rohkultur auf Mist, 25 x . 


Abb. 5. Myxococeus fulvus, Rohkultur auf Mist. 40 x. 
Abb. 6. Fruchtkérper-Sori von Podangiwm erectum. 48 x. 


der Myxobakterien folgt (Elasticotaxis). Bei Podangium war vor allem 
die Ausbildung der Stiele verschieden deutlich, sie konnten auch fehlen. 
Fertige Fruchtkérper, wegen der festen Wandung bei Podangium als 
Cysten bezeichnet, traten nie als wulstige oder langgestreckte Gebilde 
auf. Bei allen untersuchten Myxobakterien erschienen aber unter be- 
stimmten Bedingungen Fruchtkorper, die man wohl als stehengeblie- 
bene Entwicklungsstufen bezeichnen darf, da sie auch bei der Ausbil- 
dung vollkommener Fruchtkérper als Zwischenstadien auftreten. Solche 
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unvollkommenen Fruchtkorper kénnen sich bei Ubertragung in geeig- 


nete Bedingungen (z. B. ein neues Nihrsubstrat in den untersuchten 
Fallen) noch zu vollkommenen entwickeln. 


Zur besseren Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten 
Arten sind ihre Merkmale in Tab. 2 zusammengestellt!. 


Il. Hauptversuche. 
1. Entwicklung auf Naihrboden chemisch definierter 
Zusammensetzung. 


Die Verwertbarkeit einiger C- und N-Quellen wurde an Myzxococcus 
fulvus und M. virescens gepriift, ttber deren Nahrstoffbediirfnis bereits 
einige, aber nicht vdllig iibereinstimmende Angaben vorliegen. 


Wahrend nach Oxrorp u. Sryew (1946) nur ein totales Saurehydrolysat des 
Caseins den Myxokokken vollkommene Entwicklung gestattet und nach Srnen 
(1947) auf Asparagin-Agar nur vegetatives Wachstum eintritt, ergab bei Finck 
(1951) schon Mischung weniger Aminoséuren und bei KiitHLweEIn (1950) und Finck 
(1951) schon Asparagin-Agar + C-Quellen gutes vegetatives Wachstum mit Fruk- 
tifikation. Nach QuEnt (1906), JaHn (1936) und BrEBE (1943) ist anorganischer 
Stickstoff fiir die Myxobakterien nicht brauchbar, nach Kituniwertn (1950) fiihrt 
er dagegen bei Myzococcus fulvus zu sehr gutem Wachstum und reichlicher Frukti- 
fikation. Harnstoff hat nach KtHiweEIN eine ahnlich gute Wirkung. Pepton wird 
ubereinstimmend bei QUEHL (1906), VaHLE (1909), Sountzpwa (1941), IMseNECKI 
(1946) und Fryck (1951) als brauchbar angegeben, wobei die Fruktifikation aller- 
dings nur bei sehr niedrigen Gaben gefordert wird und nach FINCK eine typische 
kompakte Wuchsform des Schwarmes auftritt. Wahrend nach BrEse (1943) Mono- 
‘saccharide das Wachstum der Myxokokken hemmen sollen, sind sie nach JAHN 
(1936), KGuiwetrn (1950) und Frncex (1951) brauchbar. Starke ist tibereinstimmend 
nach JAHN (1936), SomnTzpwa (1941), BenBE (1943) und KtHuwern (1951) gut 
verwertbar. 

Die Nahrbéden enthielten auBer C- und N-Quellen (s. Tab. 3) eine Mineralsalz- 
lésung nach A. Mryrer?. Die Glucose wurde als steriles Filtrat zugesetzt (Ver- 
meidung eventuell toxischer Produkte durch Hitzesterilisation). Es wurden Pepton 

_, Witte“ und lésliche Starke verwendet. Als Vergleichskulturen zu den eigent- 
lichen Versuchen mit kombinierten C- und N-Quellen wurden N-freie Kulturen 
-(C- Quelle + Mineralsalzlésung) angelegt. 

_ Der Versuch (Tab. 3) ergab folgendes: Der Vergleich der N-freien Kulturen 
mit der Kontrolle (auf reinem Agar) zeigte, daB bei Myxococcus virescens das 
vegetative Wachstum durch Glucose schwach, durch Starke etwas mehr ge- 
fordert wird. Von den Stickstoffverbindungen beeinfluBten nur Asparaginsdéure 
und Pepton die vegetative Entwicklung positiv, wahrend Harnstoff in Verbindung 
mit Glucose, ferner Ca(NO;), keine Wirkung gegeniiber den N-freien Vergleichs- 
kulturen hatten. Harnstoff mit Starke, ferner Ammoniumtartrat hemmten dagegen. 
Auf die Fruktifikation hatte keiner der Zusatze fordernde Wirkung; es trat 


1 Die Messungen der Stabchen- und Sporengréfen stammen von Reinkulturen 
auf verschiedenen Nahrbéden, die Angaben iiber Farb- und GréBenvariation der 
Fruchtkorper und iiber die Farbung der vegetativen Schwarme aus verschiedenen 
physiologischen Versuchen. 

21g KH,PO,+ 0,lg CaCl, + 0,3g MgSO,-7 H,0 + 0,1 g NaCl + 0,01 g 
FeCl, + 1000 cm* Wasser. 
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Tabelle 2, Die Merkmale der in des 
Stibchen Frueht 
| GréBe 
Lisp Lorber" 
, des vegetat. 4 iel- 
oo es hs Linge | Breite | Form gaat Atle durch Form : 

durch- 

messer 

Myxo- Farblos, 4 | 0,5 | Schlank,| 50 —_— — | Kugelig, keulig, 
coccus weibB,rosa| bis bis Enden bis manchmal wul- - 
fulvus (Anfarb. | 104” | 0,74 spitz | 500u stig, oft lang- 
(Abb. 2 | d. Agars (aus- gestreckt, 
bis 5) im nahms- selten gestielt 

Schwarm- weise , 
bereich) bis 
10001), 

Myxo- Farblos, 2 | 0,5 | Schlank,| -50 — | — | Haufig wulstig 
COCCUS blaBgelb, | bis bis Enden | bis od. langgestr., 
virescens | leucht. Tu | 0,74 | spitz | 300u| | selten rund, 

citronen- nicht gestielt 
gelb (An- | 

farbung 

d. Agars 

im | | / 

Schwarm- | 

bereich) 

M yxo- Farblos 3 0,5 | Schlank,| 50 100 50 mu | Meistens deutl. | 
coccus bis bis Enden bis bis gestielt, kugelig 
stipita- 8u | 0,7u | spitz 500 | 200u selten wulstig 
tus 

Podangi- | Farblos 4 | Ende:) Spindel- | 30 50 20 | Meist gestielt m 
um erec- | gelb, rot-| bis | 0,54 | férmig, | bis bis bis | runden Cysten, 
tum braun. 8u | Mitte:| Enden 804 |1004% | 30 | auch keulig, 
(Abb.6) | (keine An- 0,84 |) spitz | zylindrisch ohne 

firbg. d. | deutl, Stiel, 
Agars) / selten Stiele 
ohne Cysten, 
Cystenwand 
innen leicht 
| gerieft 
| | 


sogar eine Unterdriickung der Fruktifikation durch Ammoniumtartrat und Pepton, 
durch Harnstoff in Verbindung mit Starke, ferner durch Ca(NO,), in Verbindung 
mit Glucose ein. Die runde bis wulstige Form und die gelbgriine Farbe der Frucht- 


kérper blieben in allen Versuchen ungefahr gleich, die Schleimauflage des Schwar- 
mes war bei Pepton besonders kraftig. 
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Versuchen verwendeten Arten. 


a ES 


Sporen 


<Orper 
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Farbe 


Konsistenz 


Anordnung 


Form 


GréBe 


Herkunft 


— 


Rosa, Ziegel- 
ot, braun- 
ot 


3laBeelb, 
euchtend 
‘itronengelb 


4osa, violett, 
stiele gelb- 
raun 


xelbweiB, 
elbbraun, 
ot, rotbr., 
raun, 
tiele grau- 


7eiB 


Oberfl. glasig- 
blank. Keine 
feste Membran, 
zerflieBlich 


Oberfl. glasig- 
blank. Keine 
feste Membran, 
zerflieBlich 


Oberfl. glasig- 
blank. Keine feste 
Membr., zer- 
flieBlich, Stiele 
nicht zerflieBlich 


Cysten u. Stiele 
nicht zerflieBlich, 
m. fester Mem- 
bran, jedoch 
zerquetschbar 


Einzeln 


Kinzeln 


Entwicklung zu 
mehr. aus einer 
Schleimmasse, 
haufig bleibtein 
gemeins. basaler 
Schleimklump. 
erhalten 


Entw. zu vielen 
aus Schleim- 
masse, bis zu m. 
100 i. Gruppen 
(Sori) vereinigt. 
Sorusdurchm. 
200—1000 u. 
Cyst.haufig Rest 
eines gemeins. 
Schleimklump. 
aufsitzend 


Rund 


Rund- 
ellipsoid 


Verkiirzt. 
Stabchen 


Durch- 
messer: 
1—1,2 


Durch- 
messer: 
2—2,3 


Durch- 
messer : 
0,8—1,0 
1,0—1,24 


Hasenmist, 
Gottinger 
Wald 


Bodenprobe 
aus Botan. 
Garten 
Gottingen 


Bodenprobe 
aus Berg- 
bauschutt- 
halden Lan- 
gelsheim, 
Harz 


Kaninchen- 
mist, Bad- 
berg, Kaiser- 
stuhl 


Hemmung der Entwicklung durch Glucose, wie sie Brrsn (1943) allgemein 
fiir Monosaccharide annimmt, lieB sich nicht bestatigen. Die Wirkung der Starke 
entsprach den Literaturangaben; ebenso die des Peptons (kompakte Wuchsform!). 
Die Forderung des vegetativen Wachstums durch Asparaginséure stimmte mit 
Sryeu (1947) iiberein, dagegen lieB sich gute Fruktifikation, wie sie KUHLWEIN 
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(1950) und Frncx (1951) fiir Asparagin bzw. Asparaginsiure + Glucose angeben, 
nicht feststellen. DaB Myzxococcus virescens anorganischen Stickstoff nicht ver- 
werten konnte, deckt sich mit KiHLWweEIns Ergebnissen. 

Bei Myzxococcus fulvus’ wirkte Glucose ebenfalls schwach, Starke etwas mehr 
fordernd auf die vegetative Entwicklung. Starkeres vegetatives Wachstum 
wurde durch Asparaginsdure und Pepton hervorgerufen, eine schwache Forderung 
ergab auch Harnstoff in Verbindung mit Glucose. Harnstoff mit Starke, ferner 
Ammoinumtartrat und ebenso Ca(NO 3), wirkten hingegen hemmend, und zwar 
verschieden stark. Starke forderte die Fruktifikation geringfiigig, ebenso Harn- 
stoff (nur in Verbindung mit Glucose) und Asparaginsaure. 


Tabelle 3. Myzxococcus virescens. Entwicklung auf Nahrbdden 
von chemisch definierter Zusammensetzung. Mittelwerte aus 5 Parallelkulturen?. — 


Vegetative Entwicklung Fruktifikation 
2 Radius des Frucht- Starke der | GréBe* der 
C-- und (N- Quellen Schwarmes (mm) kérper- | Fruchtkér-| Frucht- 
Mittel Amplitude |entwicklung) perbildung | kérper (u) 
Versuch 
Starke + Ca(NO,)... . 9 6—11 fert. 1 100 
Starke + NH,-tartrat 1 1 keine 
Starke + Harnstoff z ]1—4 keine 
Starke + Asparaginsdiure . 13 9—l4 fert. 1 100 
Starke + Pepton. .... 12 10—13 keine 
Glucose + Ca(NO,).. . . . 5 5 keine 
Glucose + NH,-tartrat . . 1 1 keine 
Glucose + Harnstoff ... yi 2—12 fert. 1 100 
Glucose + Asparaginsaure . 10 8—12 fert. 1 100 
Glucose ++ Pepton 10 ' 8—13 keine 
N-freie Vergleichungskultur. 
Starker); hae. 3 9 6—12 fert. 1 100 
GIRCORO ten. cee's & srcdas, 6 5—9 fert. 1 100 
Kontrollen (reiner Agar) 4 2—6 fert. 1 100 


1 Bedeutung der Tabellenspalten siehe im methodischen Teil. 

* Konzentration der C- Quellen immer 0,59, der N- Quellen immer 0,1%. 

8 Die FruchtkérpergréBe wird in allen Tabellen auf volle 504 abgerundet 
angegeben. , 


Auch hier entsprach die Wirkung der Glucose nicht den Brrpeschen Angaben 
(1943), die Ergebnisse fiir Stiirke und Pepton stimmten mit der Literatur iiberein. 
Die Resultate bei Ca(NO,;),, Harnstoff, Asparaginsiiure in Verbindung mit den 
C-Quellen (Glucose und Stirke) und fiir beide C- Quellen allein weichen aber von 
Ktutwetys Beobachtungen ab, der auf allen diesen Substraten — aber auch 
schon auf den C-Quellen allein — sehr gute vegetative und fruktifikative Ent- 
wicklung angibt (wobei allerdings die Entwicklungsstirke nicht quantitativ belegt 
ist). Die Nichtverwertung von anorganischem Stickstoff deckt sich aber mit alteren 
Angaben, die férdernde Wirkung der Asparaginsiure auf die vegetative Phase 
allein mit denen Sinaus. 


1 Auf die Wiedergabe der Tabelle fiir M. fulvus wird hier zur Platzersparnis 
verzichtet. 


© 
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Aus dem Versuch ergibt sich also: In den gepruften Konzen- 
trationen und Kombinationen hatte Glucose geringe férdernde, Stirke 
gute fordernde Wirkung auf die vegetative Phase der beiden M yxo- 
coccus-Arten. Anorganischer Stickstoff wurde nicht verwertet, Harnstoff 
zeigte keinen deutlichen EinfluB, Asparaginsiiure und Pepton hatten 
positive Wirkung auf das vegetative Wachstum. Wie sich aus spiiteren 
Versuchen zeigen wird, war jedoch die vegetative Entwicklung wie die 
Fruktifikation in keinem Fall so gut wie bei einem giinstigen lebenden 
Bakterienfutter. 

Bei Podangiwm erectum, mit dem nur wenige Versuche gemacht wurden, be- 
einfluBte anorganischer Stickstoff weder in Verbindung mit Stirke noch Glucose 
das Wachstum, wahrend Asparaginsiure mit Starke wie bei den Myzococcus- 
Arten eine Férderung der vegetativen Phase bewirkte. 

Angesichts der Widerspriiche zu einigen der Literaturangaben wire 
die Moglichkeit in Erwagung zu ziehen, ob bei den Myxobakterien die 
Arten in Stamme mit sehr verschiedenen physiologischen Fahigkeiten 
zerfallen, wodurch die unterschiedlichen Beobachtungen eine ganz andere 
Bedeutung bekamen. Andererseits zeigen die Werte in Tab. 3, wie wichtig 
fiir die Beurteilung der Versuchsergebnisse der Vergleich mit Kon- 
trollkulturen ist, was manche Autoren wohl nicht geniigend beriick- 
sichtigt haben. 


2. Entwicklung auf Boden mit toten Bakterien als Futter 
und verschiedenen Zusatzen (C- und N- Quellen, Wirkstoffe). 


Da die Entwicklung der Myxobakterien auf Bakterienfutter-Boden 
nicht so kraftig wie mit dem gleichen lebenden Futter ist, wurden einige 
C- und N- Quellen, vor allem aber Wirkstoffe zugesetzt, um diese Futter- 
béden moglichst noch zu verbessern. Andererseits sollte so die Wirkung 
der zugesetzten Stoffe unter Bedingungen gepriift werden, wie sie bis- 
her noch nicht naher durchgefiihrt worden sind (lediglich BEEBE hat 
schon einige C-Quellen zu Coli-Agar zugesetzt). Als Versuchsobjekte 
dienten Myxococcus virescens und fulvus. 

Herstellung der Bakterienfutter-Béden mit Hscherichia coli in der 
tiblichen Weise; Zugabe der Zusiitze (s. Tab. 4) vor dem Sterilisieren. 
Die verwendete Stiirke war dieses Mal Amylum marantae, das Casein 
war vitaminfreies Casein Merck. Als Wirkstoffe wurden die zur Ver- 
fiigung stehenden Vitamine der B-Gruppe, Paraaminobenzoesdiure und 
Vitamin © (alle von Merck), als komplexe B-Gruppe wurden Aneurin, 
Lactoflavin, Nicotinsiiureamid, pantothensaures Calcium und Adermin 
zugesetzt (Konzentration jeder Komponente 1- 107% bzw. 1: 1Omse as 
Alle Vitamine mit Ausnahme der hitzebesténdigen (Adermin, Lacto- 
flavin, Nicotinsiureamid) wurden mit Membranfiltern steril filtriert und 


dem abgekiihlten Agar vor dem GieBen der Boden steril zugesetzt. 
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SchlieBlich wurde ein weiteres Futterbakterium (Staphylococcus aureus) 
als Zusatz benutzt (die Konzentration in Tab. 4 bezieht sich auf das 
Trockengewicht der zugesetzten Bakterienmasse). Als Kontrolle dienten 
dieses Mal Bakterienfutterb6den ohne Zusitze. 


Ergebnis mit Myxococcus virescens (Tab. 4): 


Tabelle 4. Myxococcus virescens. Entwicklung auf Béden mit toten Bakterien als 
Futter und verschiedenen Zusdtzen (C- und N-Quellen, Wirkstoffe). Mittelwerte aus 
5 Parallelkulturen. 


Versuch Kontrolle 
2 | 
ae Fruktifikation Enteickingg|  Fruktifikation 
Zugesetzte Substanzen meet. Ze rf A sy z enue Ew . Z : 
Cron) ie ath Sereda (mm) | 2a [S38 ale. 
3 lampi-| Ze |/2S8] Ss S | ampi-| = [24 8] 8- 
—_———egve-OEO ________——_—————— 
Glucose 0,5 %| 6| 4—9 | fert. 3 100 | 11 |10—12} fert. 3° 180 
” 0,05%| 12 | 7—15| fert 4 100 
Saccharose 0,5 %| 12 |11—15) fert 1 100 | 14 |13—15) fert. | 1—2)| 1¢ 
» 0,05%| 14 |11—15} fert. | 1—2 100 
Starke 0,5 %| 18 |17—20| fert. | 1—2 100 | 14)13—15) fert. | 1—2) I¢ 
” 0,05%| 16 |12—21| fert. | 1—2 100 
Pepton 0,5 %| 19 |15—20| keine 1] |10—12} fert 3 10 
» 0,05%| 17 |14—20) fert. | 3—4 /100x 500 
Probacit 0,5 % 18 |16—21) fert. | 1—2]} 10 
” 0,05%| 15 |12—20} fert 1 50 
Casein 0,5 %| 12 |10—15| Anl.2 18 |16—20) fert 2 | 10 
FF 0,059! 18 |15—19) fert 2 100 
Aneurin 5x 1073 %| 10} 9—13) keine 16 |14—18) fert 2 10 
» 5x 1074 %/ 11} 9—13) fert. 1 100 
Lactoflavin 5x107?%} 8| 7—9 | keine 14 |11—15} fert 2 15 
” 5x 107-4 %| 11 |10—13} Anl.2 
Nicotins.-amid 
5X 107% %/ 15 | 9—20} fert. 2 200 | 13 |11—15) fert. | 2—3} 15 
” 5X 10-4 % 16 |14—17] fert. | 2—3 150 
pantothens.Ca5 x 10° 8%| 11] 9—12) fert. 1 150 | 13 /11—15) fert. | 2—3) 15: 
” 5x 1074 %} 14 |11—15} fert. 2 150 
Adermin 5xX107-?%| 9] 8—11/ keine 16 |14—18} fert 2 | a 
» 5X 1074 %| 15 |12—19} fert. 1 100 
(Bh 5x 10~® %| 17 |15—18} fert. | 2—3 100 | 18 |16—21) fert 2 | 10 
¥ 5x 1077 %| 16 |15—18} fert. 2 100 
B-Gruppe 1x10? %| 9] 5—10} Anl.1 16 |14—18} fert.| 2 | 10 
” 1X 1074 9%) 14 |10—17) fert. 1 100 
p-Aminobenzoes. 
5x 107 %| 14 |13—16| fert. | 1—2 100 | 18 |16—21) fert 2 | 10 
” 5X 10-* %) 16 |11—20) fert. | 1—92 150 
Ascorbinsaured x 10~* %) 14 |12—15) fert. 2 100 | 18 |16—21}) fert. 2 101 
” 5X 107-4 %| 16 |14—18} fert. 2 100 
Staph.aureus 0,15 %| 20 |18—21| fert. 3 100 | 18 |16—20 fert. | 2 101 
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Die Kontrollkulturen waren nicht ganz gleichartig entwickelt, obwohl sie sich 
alle auf Coli-Futter-Béden befanden. Das hangt wohl damit zusammen, dai sich 
der ganze Versuch aus mehreren Impfserien mit jeweils neu hergestellten Futter- 
béden und neuem Impfmaterial zusammensetzte. Fiir die Beurteilung des Versuchs 
spielt der verschiedene Ausfall der Kontrollen aber keine Rolle, da ja nur relativ 
gewertet wurde. 

C- Quellen: Wahrend Glucose in der héheren Konzentration die vege- 
tative Phase stirker, Saccharose sie schwacher hemmte und beide in der 
geringeren Konzentration ohne Wirkung waren, férderte Starke das 
vegetative Wachstum immer, und zwar zunehmend mit steigender Kon- 
zentration. Auf die Fruktifikation wirkte nur die geringere Glucose- 
konzentration fordernd ein. 

Die Wirkung von Mono-, Di- und Polysaccharid entspricht Brersrs (1943) An- 
gaben, namlich abnehmende Hemmung und zunehmende Foérderung in der Rich- 
tung vom Mono- zum Polysaccharid. Sie wurde von ihm auch ohne Bakterien- 
futter bemerkt, was bei dem vorhergehenden Versuch mit definierten Nahrbéden 
(s. Tab. 3) beziiglich der Starke und Glucose aber nicht zum Ausdruck kam. 

N-Quellen: Probacit wirkte in der hoheren Konzentration vollig, 
in der geringeren Konzentration schwacher hemmend auf beide Ent- 
wicklungsphasen; Casein beeintrachtigte in der héheren Konzentration 
zwar die fruktifikative Phase und die Ausdehnung des Schwarmes, fiihrte 
aber zu sehr kraftiger Schleimbildung. Die geringere Konzentration des 
Caseins hatte keinen deutlichen Effekt. Pepton forderte das vegetative 
Wachstum stark, wobei neben groBer Ausdehnung die fiir Pepton typi- 
sche kompakte Wuchsform des Schwarmes mit starker Schleimbildung 
zu beobachten war. In der hdheren Konzentration unterdrtickte das 
Pepton die Fruktifikation véllig, in der geringeren Konzentration wirkte 
es sogar fordernd. 


Wirkstoffe: 


Uber das Wuchsstoffbediirfnis der Myzococcaceen liegt erst eine Untersuchung 
vor (Finck 1951). Die dabei herrschenden Bedingungen waren aber andere als bei 
den vorliegenden Versuchen und vor allem gestatteten die Ergebnisse noch keinen 
Uberblick; sie lassen sich daher kaum in Beziehung zu den vorliegenden Resultaten 


setzen. 

Aneurin, Lactoflavin und die B-Gruppe hemmten in beiden Konzen- 
trationen sowohl die vegetative Entwicklung wie die Fruchtk6rper- 
bildung, pantothensaures Calcium und Adermin nur in der héheren 
Konzentration. Eine leichte Bremsung der vegetativen Phase allein be- 
wirkten Paraaminobenzoesaure und Ascorbinsiiure in beiden Konzen- 
trationen; keinen deutlichen EinfluB auf die vegetative Entwicklung 
zeigten pantothensaures Calcium und Adermin in der geringen Konzen- 
tration, B,. in beiden Konzentrationen. Eine Hemmung der Fruktifika- 
tion trat bei Adermin in der geringen Koazeatration ein. Keine Beein- 


flussung der Fruktifikation ergab sich bei Nicotinsiureamid, Paraamino- 
15* 
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benzoesiure und Ascorbinsaure in beiden Konzentrationen, bei Calcium- 
pantothenat und B,, in der geringeren Konzentration. Forderung des 
vegetativen Wachstums erfolgte nur durch Nicotinstureamid in beiden 
Konzentrationen, etwas erhohte Fruktifikation durch B,, in der hoheren 
Konzentration. 

Der Zusatz von Staphylococcus aureus (als zweites Futterbakterium) 
forderte die vegetative und die fruktifikative Phase. 


Ergebnis mit Myzxococcus fulvus: 

C-Quellen: Die hemmende Wirkung der Kohlenhydrate war viel 
schwiicher als bei Myzococcus virescens, sie beschriinkte sich auf die 
héhere Glucosekonzentration; alle anderen Zusitze forderten Wachstum 
und Fruktifikation. 

N-Quellen: Die Wirkungen von Probacit, Pepton und Casein in der 
niedrigeren Gabe entsprachen ungefahr den bei Myxococcus virescens 
geschilderten. Dagegen forderte das Casein in der h6heren Konzentration 
die Fruktifikation bei etwas gehemmter Schwarmausdehnung und fiihrte 
zu starker Schleimbildung. 

Wirkstoffe: Hier ergaben sich andere, aber nicht starkere Effekte 
als bei Myxococcus virescens. Kine positive Beeinflussung der Fruktifi- 
kation zeigten Nicotinsiureamid und Lactoflavin in der geringeren Kon- 
zentration; das vegetative Wachstum wurde nur durch Lactoflavin in 
der niederen Gabe gefordert. Die jeweils andere Konzentration der ge- 
nannten Zusitze sowie alle tibrigen Wirkstoffe hatten keine oder eine 
hemmende Wirkung. 

Der Zusatz von Staphylococcus aureus (als zweites Futterbakterium) 
forderte die Fruktifikation stark. 

Hinsichtlich der Farbe traten bei beiden Arten keine starken Unterschiede 
zwischen Kontrollen und Zusatzversuchen auf, die Fruchtkérper von Myxococcus 
virescens waren gelbgriin, die von Myzxococcus fulvus ziegelrot gefairbt; bei den 
letzteren fiihrte jedoch der B,,-Zusatz zu einem deutlich gelbroten Farbton. Die 
Ausbildung der Form zeigte leichte Schwankungen zwischen rund und wulstig, 
ohne da man daran deutlich eine Substratwirkung erkennen konnte. Die gelegent- 
lich auftretenden langgestreckten Fruchtkérper, die meistens mit stark konzen- 
trischer Anordnung verbunden waren, hingen wahrscheinlich nach STANTER (1942) 
mit physikalischen Verhaltnissen zusammen. 

Nur bei wenigen der zugesetzten Substanzen ergab sich also 
eine Forderung; tiber die Natur von in den Bakterienfutter-Béden 
nicht optimal vorhandenen Faktoren sagen die Versuche daher nichts 
Umfassendes aus. Die angewendeten Wirkstoffe scheinen in den 
Bakterienfutter-Béden in geniigender Menge vorhanden zu 
sein, da ein weiterer Zusatz keine starken Effekte ergab. Dagegen 
forderten von den Nihrstoffen die héhermolekularen z. T. 
gut; dem entspricht auch die starke positive Wirkung des zugesetzten 
zweiten Futterbakteriums. 
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3. Versuche mit lebenden Futterorganismen. 


a) Hinzelne Futterorganismen auf reinem Agar. 

Die charakteristische Fahigkeit der Myxobakterien, sich allein von 
anderen lebenden Bakterien zu ernahren, ist von SrvaH (1947) fiir einige 
Myzxococcaceen sehr griindlich nachgewiesen worden. Es war nun eine 
lohnende Aufgabe, mit der Srycuschen Methode die Rolle des Bakterien- 
futters fiir einen Vertreter der Polyangiaceen, niimlich Podangium erec- 
tum, zu untersuchen, wobei zum Vergleich das Verhalten von Myzo- 
coccus virescens studiert wurde. 


Um das Verhalten der ganzen Familien zu beurteilen, sind natiirlich Versuche 
mit zahlreichen Arten nétig; hier sollte nur festgestellt werden, ob bei Podangiwm 
erectum grundsatzlich die gleichen bakteriolytischen Fahigkeiten vorliegen wie bei 
Myzxococcus virescens, weil es dariiber nur von Brxse (1941) einige Beobachtungen 
gibt und fiir die hochorganisierten Chondromyces-Arten von KitH~weEtn (1950, 
1952) eine symbiontische Beziehung (ohne Lysis also) angenommen wird. 

Das Verhalten der Myxobakterien gegeniiber anderen Bakterien ist von Stncu 
(1947) als bakteriolytisch und an anderer Stelle (ANSComBE u. StncH 1948) noch 
anschaulicher durch die Bezeichnung der Myxobakterien als ,,Mikrorauber‘ (micro- 
predators) charakterisiert worden. 

Uber die Beziehungen der Myxobakterien zu anderen Organismengruppen 
auBer Bakterien ist noch nicht viel bekannt. 

So hat Stner (1947) beobachtet, daB Amében durch Anwesenheit von Myxo- 
bakterien nicht geschadigt wurden, und bei Jann (1915) und Finck (1951) findet 
sich ein Hinweis auf Férderung durch Hefen; Frxck hat auch die Hemmung des 
Wachstums von Schimmelpilzen durch Myxobakterien untersucht. 


In den nachstehenden Versuchen wurden die Beziehungen der Myxo- 
bakterien zu zwei Organismengruppen gepriift, die z. T. an deren natiir- 
lichem Standort, dem Erdboden, vorkommen und mit der Stncuschen 
Methode erfaBt werden kénnen, nimlich zu Pilzen und Griinalgen. 


Als Futterbakterien wurden 27 Staémme benutzt (s. Tab. 5), die als Rein- 
kulturen von verschiedenen Instituten bezogen wurden. Von ihnen sind die Nr. 1 
bis 10 gramnegativ, Nr. 11 ist variabel, der Rest grampositiv. Da méglich ist, daB 
sich in Rohkulturen von Myxobakterien vielleicht besonders wirksame Futter- 
bakterien als Begleitorganismen befinden, wurden auch noch Isolierungen aus 
Rohkulturen von Podangium erectum (s. Tab. 5, Stamme A—£) und von Myxo- 
coccus fulvus (Staimme F—H) mit dem Kocuschen Plattenverfahren vorgenommen. 
Sie waren alle gramnegativ, auBer F (grampositiv), bildeten keine Sporen und 
waren aerob. 

Die verfiitterten 10 Hefen (s. Tab. 8) stammten aus dem Institut fiir Mikro- 
biologie in Géttingen, und von den 8 Futteralgen (s. Tab. 11) war der Chlamydo- 
monas-Stamm eine Abimpfung von Monwvs-Heidelberg, die tibrigen kamen aus 
der Sammlung von E. G. PrinasHerm-Cambridge. 

a) Bakterien als Futterorganismen. 

Kultursubstrat: Gewisserter 2% iger Agar + 0,5% NaCl’, in Perrt-Schalen 
in ungefahr 5mm dicker Schicht. In jeder Schale wurden von einem Futter- 
bakterium.zwei Ausstriche in Form zweier Rechtecke gemacht (jeweils 6 Osen, 

1 Wegen der osmotischen Verhaltnisse. Zugabe einer Mineralsalzlosung ist bei 
den Fiitterungsversuchen nicht notig. 
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Tabelle 5. Fiitterung von Myxococcus virescens mit Bakterien auf reinem Agar ohne 
Ndhrstoffzusatz. Mittelwerte aus 8 Parallelkulturen. 


| Versuch Kontre 
¥ - aia 7 Z Es 
VeReeaiys Fruktifikation Bee 
Entwicklung ora 
Radius 7, des had ae z a 
Nr. Futterbakterien! Pe : eae fie : Z ‘ £ 
gen (mm) e wicklung bildung s 3 4 ae 
3 |ampi-| «| 2 | 2) 2] 2) 2] 38 32a): 
S| tude | 1) S| ae | aa |salin| om |eaaeee 
1.) Pseudom. pyocyanea I? 5 
2.| Pseudom. pyocyanea IL 5 
3. | Bacteriwm radicicola 4| 3-7 | 4| O |keine| fert.; — | 1 100 4 
4.| Pseudom. tumefaciens 7| 3—10) 7|0—1| keine} fert.| — | 2 200 5 
5. | Escherichia coli 15|12—17| 3| 2 | fert.| fert. |(O—2| 3 200 5 
6. | Aerobacter aerogenes 20 |16—27|10| 2 | keine} fert. | — 2—3) 200 5 
7.| Bact. prodigiosum I 5 
8. | Bact. prodigiosum II 5 
9. Proteus vulgaris 13 |10—18] 4] 2 | fert. | fert. |1—4)2—4| 250 5 
10. | Bact. ferrugineum 13 }10—15|} 8| 2 | fert.| fert. |2—3|3—4| 250 4 
11. | Sarcina agilis 12| 4—20| 7| 2 | fert.| fert.| 1 2 500x100) 5 
12. | Staphyloc. albus 11| 416) 4] 1 | fert.|fert.| 1 | 2 150 5 
13. | Staphyloc. aureus 19 |18—20| 7! 1 | keine} fert. | — |1—2 100 5 
14. | Rote Luftkokken 12) 5—20| 7} 1 | fert.| fert.| 1 2 150 5 
15. | Sarcina lutea 20 |17—25| 8| 1 | keine|Anl.1 4 
16. | Braune Sarcina 17 |15—22) 6] 1 | fert.| fert.| 2 3 200 4 
17. | Bacillus subtilis I 17 |15—18| 10; O | keine} fert.| — | 2 |150x50 4 
18. | Bacillus subtilis I1 15 |10—20| 5} 1 | keine| keine 5 
19. | Bac. ellenbachensis 10} 3—15|} 9| O | keine} fert.| — | 1. |200x50 4 
20. | Bacillus mycoides I 10} 8—12} 2/O0—1|) fert.| fert.| 1 |1—2 200 5 
21. | Bacillus mycoides I . ? ?| 1_| fert.| fert.| 1 1 150 5 
22. | Bac. mesentericus I 16 |12—20) 4/0—1|) fert. | fert.| 1 2 150 4 
23. | Bac. mesentericus I 15} 9—21} 6| 1 | fert.| fert.| 1 2 200 5 
24.| Bacillus silvaticus 9) 3—11) 2] 1 | fert.| fert.;} 1 |1—2 150 4 
25.| Bacillus luteus Fi 
26. | Mycobacterium phlei 4| 3—5 | 4) O | keine} keine 4 
27.| Proactinomyc. citreus 5 
28. | Stamm A 10| 8—I4| 3 Anl.v tert. ——_ ji —2 100 Ae 
29.| Stamm B 15/13—17| 6| 2 |Anl.1| fert. | — |3—4 100 2 
30. | Stamm C 13 |10—16} 4 Anl.1| fert. | — |2—3 150 2 
31. | Stamm D 16 /15—18} 4] 1 |Anl.2/ fert.; — | 3 150 2 
32.| Stamm # 15; 9—18} 5| 2 |Anl.2/ fert. | — |2—3/250x50 2 
33. | Stamm / 9 
34.) Stamm ( 2 
35. | Stamm HH LOWE 5 1 | keine} keine) = 


' Gebriiuchliche Artnamen. In BERGEYs Manual werden einige der Arten (sofern dort tiberhaupt 
aufgenommen) unter den folgenden abweichenden Namen gefiihrt: 1., 2. Psewd@omonas aeruginosa, 
3. Rhizobium leguminosarum, 4. Agrobacterium tumefaciens, 7.,8. Serratia marcescens, 11. Micrococcus 
pyogenes var, albus, 12. Micrococcus pyogenes var. aureus, 19. Bacillus cereus, 20, 21. Bacillus cereus 
var. mycoides, 24. Bacillus megatherium, 27. Nocardia citrea. 


* Die mit I und II bezeichneten Stiimme sind verschiedener Herkunft. 
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Osendurchmesser 2mm); so konnten 8 Parallelversuche in vier Perrt-Schalen unter- 
gebracht werden (wozu in der vierten Schale noch ein dritter Futterausstrich kam, 
der nicht mit Myxobakterien beimpft wurde, um das Verhalten der Futterbakterien 
ohne Myxobakterien beurteilen zu konnen, Abb. 9). Die Futterausstriche wurden 
sofort zentral mit Myxobakterien beimpft (Abb. 7, 9). Kontrollkulturen auf reinem 
Agar ohne Futterausstrich. 

Zur besseren Bewertung des Ergebnisses ist in Tab. 5 und 6 noch ein neuer 
Gesichtspunkt aufgenommen worden: die Lysisstarke. Geeignete Futterorganis- 
men werden durch die Myxobakterien so stark aufgelost, da® man ihr Verschwinden 
deutlich in dem vorher gleichmaBigen Ausstrich erkennt, meistens in Form eines 
Loches, das dann vom Myxobakterienschwarm ausgefiillt ist (Abb. 7, 8). Es kann 
sogar zu einem restlosen Verschwinden kommen (Abb. 9), so daB Ausstriche aus 
der ehemaligen Futterbakterienzone auf Probacit-Agar kein Wachstum mehr er- 
geben. Die Lysisstarke wurde nur nach makroskopischer Beobachtung festgelegt: 
0 = keine Lysis erkennbar, 1 = Futterbakterien im Schwarmbereich z.T. ver- 
schwunden, 2 = Futterbakterien im Schwarmbereich vollig verschwunden. 


Abb. 7. Abb.8. 

Abb. 7. Myzococcus fulvus, Fiitterungsversuch mit Bakterien- Stamm C auf reinem Agar. Die 
beiden urspriinglich rechteckigen Futterausstriche sind durch Myxobakterien im Schwarmbereich 
(dunkel) v6llig gelést, nur ihre Riénder (hell) sind noch erhalten. 0,6 x. 

Abb. 8. Rechter Ausstrich von Abb. 7 stirker vergréBert und um 90° gedreht; helle Punkte: 
Fruchtk6rper; zwischen ihnen sehr feine ausgefallene Kristalle. 2 x. 


In den Fallen, wo die Lysis makroskopisch nicht erkennbar war — wie bei den 
Sporenbildnern, wo nur die Stabchen, nicht die Sporen gelost werden und diese 
liegen bleiben — gibt die Starke der Myxobakterienentwicklung Auskunft, ob die 
Futterorganismen verwertet wurden. 

Das Aussehen solcher Kulturen mit lebendem Futter ist schon von SINGH 
(1947) beschrieben worden, deshalb sei hier nur gesagt: Die Myxobakterien- 
schwirme breiten sich im und iiber den Futterausstrich hinaus ziemlich kreis- 
formig aus, die Fruchtkorper werden aber meistens nur im Bereich des Futteraus- 
striches gebildet (s. Abb. 2). 

Bei der Beurteilung der Ergebnisse der jeweils acht Parallelversuche muf 
man bedenken: Wahrend der positive Ausfall eines Fiitterungsversuches ein klarer 
Beleg fiir die Verwertung des gepriiften Futters ist, ist ein negativer noch kein 
Beweis dafiir, daB sich die Myxobakterien mit diesem Futter iiberhaupt nicht ent- 
wickeln kénnen. Es kommen namlich auch Falle vor, wo nur einige der Parallel- 
kulturen positiv ausfielen. Diese sind dann meistens nicht sehr stark entwickelt; 
deshalb kann man wohl allgemein sagen, je weniger geeignet ein Futterbakterium 
ist, um so schwerer bzw. langsamer wachst das dazugeimpfte Myxobakterium 
iiberhaupt an. Einzelheiten tiber die Versuche sind in den Tab. 5 und 6 enthalten, 
hier sollen nur allgemeine Punkte angefiihrt werden. 
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Myxococcus virescens (Tab. 5, Abb. 9) entwickelte sich mit einer 
groBen Zahl von Futterbakterien gut, wobei auch die Schleimbildung 
kriftig war. Die geeigneten Futterorganismen lassen sich nicht in einen 
bestimmten Zusammenhang miteinander bringen, sie gehoren ver- 
schiedenen systematischen und physiologischen Gruppen an, 
An Hand der vegetativen Entwicklung, der Fruktifikation und der 
Lysisstarke laBt sich sagen: von den 17 gramnegativen Bakterien wurden 
6 sehr gut, 6 maBig bis gut und 5 nicht verwertet. Von 17 grampositiven 
waren 4 nicht, die tibrigen maiBig bis gut brauchbar ; dabei waren Kokken 
und Sarcinen giinstiger als die Sporenbildner. Von den 9 nicht ver- 
werteten Bakterien waren 7 stark pigmentiert, von den 24 verwerteten 
Bakterien nur 6. Das entspricht SINGHS 
Angaben (1947) fiir Myxococcus virescens, 

Auch Podangium erectum (Tab. 6) ist 
fahig, Futterbakterien zu lésen und sich 
mit ihnen zu entwickeln. Es verwertete je- 
doch eine geringere Zahl von Futter- 
bakterien als Myzxococcus virescens und 
bildete nur mit sehr wenigen nor- 
male und zahlreiche Fruchtkérper. Die 
Schleimbildung variierte von schwach bis 
kraftig. Auffiallig ist auch, daf starke 
Lysis und gute Entwicklung nicht 


Abb. 9. Mywxococe. virese. iitterungs- 
versuch mit Proteus vulg. auf reinem immer vollig P arallel gingen. Von 
Agar. Zwei urspriinglich rechteckige Si = 2 ; 

Futterausstriche durch die Myxobakt. den 17 gramnegativen Bakterien wurden 


vollig gelést, Kontrollausstrich ohne 


arf Po Des 7 M4 . ‘ 21 Izt7 
Myxobakt. (unt.) nocherhalten, 0,4 x. nicht, ¥ sehr gut (mit bess maler Frukti- 


fikation), die iibrigen 8 gut bis maBig ver- 
wertet, wobei fast immer nur fortgeschrittene Fruchtkérperanlagen auf- 
traten, Von den 17 grampositiven Bakterien waren 5 nicht, 1 sehr gut, 
die tibrigen 11 gut bis maBig brauchbar; dabei waren Kokken und Sar- 
cinen gtinstiger als Sporenbildner. Von den 12 nicht verwertbaren Bak- 
terien waren 9, von den 23 verwerteten nur 4 stark pigmentiert. 
ANSCOMBE und Sineu (1948) haben fiir eine Reihe von Bodenorganismen, die 
sich von lebenden Bakterien ernahren, unter anderem auch Myxobakterien, unter- 
sucht, wie weit sich bei ihnen die Nahrungsauswahl iiberschneidet. Durch Ein- 
tragen in ein Korrelationsquadrat kann man das auch fiir Podangiwm erectum 
und Myxococcus virescens ausfiihren, Dazu ist es nétig, die Futterorganismen in 
TWel A ava NY vile 1 r 1 ] 
zwei Gruppen einzuteilen, in verwertbare und nicht verwertbare, wozu hier als 
Kriterium tibereinstimmend mit Srvau die Lysisstiirke herangezogen wird. Dabei 
muB man den Wegfall einiger. positiver Ergebnisse mit in Kauf nehmen, bei denen 
trotz einer gewissen Entwicklung makroskopisch keine Lysis festzustellen war. 
Man erkennt aus dem Korrelationsquadrat, daB beide Myxobakterienarten eine 
sehr ahnliche Nahrungsauswahl treffen (Tab. 7). 
. Jarle FG Oe ae . 5 : ‘ 
Zur Wirkung des Futters auf die qualitativen Merkmale der Myxo- 
bakterien laBt sich kurz sagen: In allen Fiitterungskulturen, in denen 
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_ Tabelle 6. Fiitterung von Podangium erectum mit Bakterien auf reinem Agar ohne 


Versuch Kontvrolle 
=e = 1) 

ees Fruktifikation ge a 

Pele) 
Radius ry > rs & Se 

des Frucht- a i a>| 

ir Futterbakterien Schwarmes korper- Me ole eee 

nach ent- 3 # a ES) = 

10 Tagen wicklung oo R Se oe 

(mm) mip Va |e) Sa| 8 

e EO MS mei 

BY nn Sls ra) So} & 

of 3 ; sles 2  lloia s 

= | Ampli- | = a a a] a) 4) 8/4) 2 |g 2| 2 

Sy ela | oe lie eel ele] 8 las & 
1. | Pseud. pyocyan. Ae 
2.| Pseud. pyocyan. IU oe 

3. | Bact. radicicola 9|} 8—10} 4] O |Anl.2/Anl1.2 0 

4.| Pseud.tumefaciens |14| 6—21|14| 0 | keine) fert.|—| 1 | 20050) 50 | 4 | — 
5. | Escherichia coli 11] 8—15| 9] 2 | keine/Anl].2 tll ees 
6. | Aerobact. aerogenes | 11 | 4—18] 11] 1 | keine/Anl.2 42) = 
7.| Bact. prodigiosum 1 AD 
8. | Bact. prodigiosumI1 AD 
9.| Proteus vulgaris 6} 3—10} 3] 2 | keine) keine 4h || = 
0. | Bact. ferrugineum 0}; — 
1.) Sarcina agilis 19 |15—23) 13} 1 | keine} fert. | —/ 1 |1000) 50 50 Om 
2.| Staphyloc. albus 6) 2—15} 4] 1 | keine/Anl.2 4) = 
3.| Staphyloc. awreus | 27 |17—33| 14] 1 |Anl.1| fert. | —| 4 | 300) 50 60) 4) — 
4.| Rote Luftkokken | 24 |18—30| 8 |O—1/Anl.2/Anl.2 45) —— 
5. | Sarcina lutea dh | == 
6. | Braune Sarcina 28 |21—35| 9 |1—2]Anl.2) fert.|—/} 1 | 600) 50 50 OQ) = 
7.| Bac. subtilis I 10 /10—10} 10} O | keine! keine 4) — 
8. Bac. subtilis IL Ble | 
9.| Bac. ellenbachensis | 16 | 8—27|14| O | keine/AnI.2 OR ta 
0.| Bac. mycoides I 14| 9—20/ 12) 0 | keine keine I oe 
1. | Bac. mycoides IL 5| 2—8 | 5] O | keine/Anl.2 28 | 
2.| Bac. mesenter.I ‘| 26 |21—30) 9 |O—1/Anl.2)Anl.2 ON 
3. | Bac. mesenter. II a 
4.| Bac. silvaticus 27 |25—30) 12) 1 |Anl-2)/Anl.2 Oa 
5. | Bac. luteus 16 |10—25] 11 |O—1| keine keine Os — 
8. | Mycobact. phlei Oh Nias 
7.| Proactin. citreus OR 
3.| Stamm A 21 |10—30) 11] 1 |Anl.2/Ant.2 Oo 
9.| Stamm B 17 | 2—30/ 11] 1 | keine] fert. | —| 4 | 350) —|100x 60) 0 | — 
). | Stamm C 10| 5—15| 9] 1 | keine). fert.|—| 2 | 200)}—/| 80x50) 0 | — 
|. | Stamm D 12| 4—20| 7 |O—1| keinejAnl.2 On == 
2. | Stamm 1 12} 8—15| 7] 1 | keinejAnl.1 | = 
3. | Stamm F 13 | 9—18/13)| 1 | keine/Anl.2 0 = 
1. | Stamm G (ie 
5. | Stamm H Ys 


é | 
1 Vergleiche die entsprechenden FuBnoten zu Tab. 5! 


2 Die CystengréRe ist in allen Tabellen auf volle 104 abgerundet angegeben. 
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eine gute Entwicklung eintrat, war die Farbstoffproduktion im 
vegetativen Schwarm sehr kraftig, am stirksten war sie im direkten 
Futterbereich. Wiahrend bei Myzxococcus virescens stets der gleiche griin- 
gelbe Farbton in verschiedener Intensitiat auftrat, zeigten die Podangiwm- 
Schwiirme je nach Futter gelbe, rétliche oder hellbraune Farbung. Bei 
den Fruchtkorpern war die Fairbung normal (bei Myxococcus virescens 
gelbgriin, bei Podangium erectum braun), sie schwankte nur leicht in 
der Intensitiét. Die Ausbildung der Form wurde dagegen starker durch 
das Substrat beeinfluBt. So traten bei Myxococcus virescens mit einigen 
Futterbakterien nur runde Fruchtkérper auf, waihrend in den meisten 
Fallen neben runden viele wulstige vorhanden waren. Bei Podangiwm 
erectum war wohl auch die so haufig auftretende Bildung fortgeschrittener 
Fruchtkérperanlagen ohne endgiiltige Formung eine Wirkung der Futter- 
bakterien; die fertigen Fruchtkorper waren rund, zylindrisch oder keulig 
und je nach dem Futter verschieden. 


Tabelle 7. Verhalten von Podangium erectum und Myxococcus virescens gegeniiber 
den gleichen 35 Futterbakterienstimmen. 


Fiir Myxococcus virescens 
oe verwertbare 
verwertbare F 3 b ae * s 
| Futterbakterien |~ UO'erPaxterier ed 
nicht verwertbare 
Futterbakterien 10 8 18 
Fiir Podangium erectum s as 
verwertbare os 

A F cd 
Futterbakterien | = 15 17 
Summe ie | 23 35 


Hinsichtlich des Bakterienfutters gilt also fiir beide Myxo- 
bakterienarten: Es konnten gramnegative und grampositive Bak- 
terien verwertet werden, von den letzteren die Sporenbildner weniger 
gut. Die pigmentierten Stémme waren hiaufig schlechter verwertbar 
als unpigmentierte. Wiihrend entsprechend der Lysisstiirke M yxococcus 
virescens sich mit vielen Futterorganismen kriftig vegetativ entwickelte 
und gut fruktifiizerte, kam es bei Podangiwm erectum nur mit wenigen 
Futterorganismen zu einer normalen Fruktifikation. Die Lysisstiirke ent- 
sprach nicht immer der Entwicklung. 


B) Hefen als Futterorganismen. 

Die Hefen wurden nicht nur zur Fiitterung von Mywococcus virescens 
und Podangium erectum, sondern auch yon Myxococcus fulvus und M. 
stipitatus benutzt (s. Tab. 8). Die Durchfithrung entspricht dem vorher- 
gehenden Versuch. 

Auch Hefen kénnen als Futterorganismen verwertet werden. Die 
Zahl der brauchbaren Hefen und die Entwicklungsstarke 
schwankte allerdings beiden verschiedenen Myxobakterienarten 
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: Tabelle 8. Fiitterung von Myxococcus virescens, M. fulvus, M. stipitatus und Podan- 
gium erectum mit Hefen auf reinem Agar ohne Ndhrstoffsuzatz. Mittelwerte aus 
8 Parallelkulturen. 


Versuch Kontrolle 
Vegetative i : © a 
Entwicklung Fruktifikation cI ‘Se 
iS .S|33' 0 
; Mellel 
: Radius 7. Starke Saline 
3 des Frucht- set ~~ n> 
: Hefe Schwarmes k6rper- Sorus- 3S = ag s = 
; nach ent- oder H & BRS ois 
t 10 Tagen wicklung | Frucht-| ¢ Ss |Ealgy 
s (mm) korper- | ¢ | _ po rs 80] BB 
ea bildung | & | 2 ae Dela s 
7 ) % SO) a Solk® = 
bs See eee) ae (alee 
ge] tae el ae lad elsale |e] 88 |acBe 
Torula aurantica 8) 5—11 1 fert 2—3 100 7| — 
| Hefe Saaz FA ae 
Hefe Frohberg Th lex 
2 | Weinhefe False 
S | Torulopsis utilis T= 12 0 fert. 1 150 C= 
‘| Mycoderma valida 7 
~ | Schizosaccharomyces 
=| pombe aR ees 
Zygosaccharom.spec. | == 
Candida reukaufia 7| 5—8 0 keine 7| — 
Saccharom. gracilis 6| 3—10 il fert. il 100 7| — 
Torula aurantica 18 |16—20 1 fert. 4 100 16} 1 
Hefe Saaz 9) 4—13 1 fert. 2 1000 x 100} 16) 1 
Hefe Frohberg 20 |18—21 1 fert. 4 150 16} 1 
Weinhete 9| 5—15) | 1 fert. 7 TOO 169 1 
: Torulopsis utilis 1Gyie 
=| Mycoderma valida 16} 1 
~ | Schizosaccharomyces 
‘| pombe 16) 1 
Zygosaccharom.spec. 16} 1 
Candida reukaufir 3| 1—6 1 Anl.1 16} 1 
Saccharom. gracilis | 10 |10—10 il fert. 2 1000 « 100} 16) 1 
Torula aurantica Sip) OW OM terben|eterb.)m uaaow 100 4 |) — 
Hefe Saaz 8| 5—12|5| 1 | keine} fert.|—)| 1 100 f= 
Hefe Frohberg 9) 6—11| 9 |0-1| keine} keine aN) 
3 | Weinhefe 8) 5—13] 6 |O-1| keine| fert. | — |1—2 100 AN = 
= | Torulopsis utilis 5| 4—6 | 2| 1 | keine| keine A 
S| Mycoderma valida |12| 9—17| 6) 1 | fert. | fert. 1,2 100 a 
® | Schizosaccharomyces | 11| 8—14|4| 1 |Anl.2) fert. | — 1 100 4) = 
=| pombe 
Zygosaccharom.spec.| 8 | 3—10 5 |O-1 keine} keine —— 
Candida reukaufii 9| 5—15| 5} O | keine] keine ah 
Saccharom. gracilis | 10|/ 6—14) 6} 1 | keine} fert. | — 1—2 50 abt se 


930 H. OETKER: 


Tabelle 8 (Fortsetzung). 


nnn nnn aad EEE SEES SEE 


Versuch Kontrol. 
= —_ on 
Vegetative predd ee 
SS re Fruktifikation aie 
Entwicklung | 2s FS 
SE|X: 
nels 
g Stiirke > Si |e: 
5 Radius 7g | ee 
= des Frucht- jeri z a) 5 
a) sc rmes | k6rper- Py = — sa\o 
¢ pe eae | ee oder cf a PRS q 
2 | : foe ht- | ¢ Fs) De 
a 10 Tagen wicklung ee L & Ls S, E: 
SS | = o ee, Pa S 2 o” 
= Cam) bildug | £/3| 82 [fale 
: a Sep) ees Loin =) m he 
4 Ys Tel 6:0 Sole: 
5 | ER = oie. 
+ ey! Suir -| 3 |# a £22) 
Zs i-| <1] 2 = HE ge be ay Ve 2S = ; 
£ Ampli- i A rs 5 5 S| 2 |S ae 3 = 3 
| tude ti Psa eS FiOS SNP eT TREO Altes Ea Be 
= S|) As ns hedonic as! Mm 1m O SMF 
| Lal 
Torula aurantica 19 |15—25}10| 1 |Anl.1) fert.;—| 1 |700 200x100} 0} - 
Hefe Saaz 3| 1—6 | 3) 1 | keine|Anl.2) 0} - 
=| Hefe Frohberg 4) 2—7 | 30-1) keine| keine} 0} - 
S ule | | — 
=| Weinhefe / 0 
> . “7 
3| Torulopsis utilis | / 0| - 
=| Mycoderma valida 7| 2—15} 5} 1 keine Anl.1 0} - 
= . 
=| Schizosaccharomyces | 
S 
=| pombe bec are) Ol\= 
& | Zygosaccharom. spec. 0} - 
Candida reukaufti | | Nea me 0|- 
Saccharom. gracilis 3) 1—5 | 3) 1 |keine|keine| | 0] - 
| | | | | | 


sehr. Geht man von der Entwicklung im Vergleich zur Kontrolle 
aus, So waren von den 10 Hefestiimmen fiir Podangiwm erectum 5 nicht, 
5 mabig bis gut, fiir Myxococcus virescens 7 nicht, 3 maibig bis gut, fiir 
M. fulvus 5 nicht, 5.mibig bis gut und fiir WW. stipitatus alle 10 maBig 
bis gut verwertbar, Die Nahrungsauswahl tiberschnitt sich dabei nur 
teilweise: 2 von den 10 Hefestiimmen waren fiir alle 4 Myxobakterien- 
Arten brauchbar (laBt man Myxococcus virescens weg, so ergibt sich 
fiir die 3 restlichen Arten eine stirkere Korrelation: 4 Hefestiimme 
waren fiir alle verwertbar). Auffiillig war eine groBe Zahl nicht ange- 
gangener Impfungen; nur bei Myxococcus stipitatus traten weniger Aus- 
fille einzelner Parallelkulturen auf. Die vegetative Entwicklung war 
meistens nicht sehr kriiftig, was offenbar mit relativ spitem Einsetzen 
des Wachstums der Myxobakterien zusammenhiingt. (Diese Vermutung 
ergibt sich aus den Untersuchungen an M. stipitatus und Podangium, 
wo eine Revision nach 5 und 10 Tagen stattfand. Bei diesen Kulturen 
entfiel der gréfere Anteil des Wachstums auf die Spanne zwischen 1. 
und 2. Revision). Die Schleimbildung war dagegen in allen Fallen recht 
gut. Die Fruktifikation setzte bei den Myxokokken fast bei jedem brauch- 
baren Futter gut ein, withrend bei Podangium erectum nur bei einem 
Hefefutter wenige normale Fruchtképer vorhanden waren. 
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Das interessanteste Ergebnis ist wohl, da die Wirkung der Myxo- 
bakterien auf die Hefezellen ebenfalls lytisch war. Da die Membran 
der Hefezellen weder aus Chitin noch Cellulose besteht, sondern unter 
anderem aus Proteiden, ist diese Tatsache bei den proteolytischen Fahig- 
keiten der Myxobakterien nicht tiberraschend. Man konnte deutlich 
schon makroskopisch ein Verschwinden der Hefezellen im Schwarm- 
bereich erkennen, so daf auch hier ein ,,Loch‘‘ in dem vorher gleich- 
maBigen Ausstrich auftrat (Abb. 10). Mikroskopisch stellt sich die Grenze 
des Schwarmes als eine scharfe Linie zwischen zerstérten und intakten 
Hefezellen dar. Wie bei der Lysis der Bakterienzellen ging auch hier die 
Zerstorung niemals tiber den Bereich 
des Schwarmes hinaus. Im Schwarm- 
bereich waren von Zellen mit undeut- 
lichen Umrissen bis zu winzigen Frag- 


Abb. 10. 


Abb. 10. Podangiwm erectum, Fiitterung mit Hefe Saaz auf reinem Agar. Urspriinglich rechteckiger 
Hefeausstrich zum Teil gelést, Rest: helle Flache oben. Im Schwarmbereich sieht man eigenartige 
Schleimwiilste in mehreren Ringen konzentrisch angeordnet an Stelle normaler Sori. 2,5 x. 


Abb. 11. Myzococcus virescens, Fiitterung mit Candida reukaufii auf reinem Agar. Neben noch 
jintakten Hefezellen sieht man die Triimmer von angegriffenen. Zwischen den Hefezellen undeutlich 
die Myxobakterienstibchen. 280 x. 


menten alle Stadien angegriffener Hefezellen vorhanden (Abb. 11). Aller- 
dings kam es in keinem der untersuchten Falle zu einem Verschwinden 
aller Zellen wie bei Bakterienfutter. 

Die Farbstoffbildung der vegetativen Schwairme war bei allen 
Arten bis auf Podangium erectum schwach; bei diesem traten gelbe und 
rote Farbtoéne auf. Auch bei den Fruchtkoérpern schwankte die Far- 
bung (braun bei Podangium erectum, gelbgriin bei Myxococcus virescens, 
ziegelrot bei M. fulvus und blaBviolett bei IM. stvpitatus) nur leicht in 
der Intensitait. Die Form der Fruchtkérper hingegen wurde durch 
das Substrat in mehreren Fallen beeinfluBt: Waihrend bei Myxococcus 
virescens mit Hefefutter nur runde Fruchtkérper auftraten, bildete M. 
fulvus mehr wulstige; meistens lagen die Verhaltnisse umgekehrt. Bei 
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M. stipitatus unterblieb bei allen Hefefiitterungen die Bildung der Stiele; 
es saBen nur runde Fruchtkérper auf einer gemeinsamen Schleimmasse 
oder der Schleimklumpen zeigte nur bucklige Auswiichse ohne bestimmte 
Formung. Die fertigen Fruchtk6rper von Podangium erectum waren 
zylindrisch; bei Fiitterung mit Hefe Saaz gab es einen merkwiirdigen 
Effekt: Die Fruchtkérperanlagen, die sich hier nicht zu endgiiltigen 
Cysten formten, traten als konzentrische Schleimwiilste auf (Abb. 10). 

Ein Teil der gepriiften Hefestamme ermoglichte den Myxo- 
bakterien also maige bis gute Entwicklung, wobei die Hefe- 
zellen getétet und gelost wurden. 


y) Phlyctochytrium spez. (Phycomycet) als Futterorganismus. 


Als erster Schritt zur Priiffung von Phycomyceten als Futter wurde 
ein Phlyctochytrium benutzt, das sich wegen seiner Wuchsform mit der 
gleichen Methode wie Bakterien und Hefen testen lie}. Es wurde zur 
Fiitterung von Podangium erectum, Myxococcus virescens und M, fulvus 
verwendet. Die drei Myxobakterien-Arten entwickelten sich vegetativ 
gut (groBe Schwarme mit guter Schleimproduktion), bei Myxococcus 
virescens und M. fulvus kam es auBerdem zu sehr starker Fruktifikation. 
Die Fruchtkorper waren normal gefarbt (gelbgriin bei Myxococcus vires- 
cens, ziegelrot bei M. fulvus), die Form war bei M. virescens wie tiblich 
rund bis wulstig; M. fulvus bildete dagegen runde gestielte Fruchtk6érper. 

Der Pilz verschwand unter der Einwirkung der Myxobakterien nicht, 
aber mikroskopische Untersuchungen und Abimpfungen auf Pepton- 
Malz-Agar zeigten deutlich eine groBe Anzahl zerstérter Pilzzellen 
neben noch intakten. 

Die untersuchten Myxobakterien konnten sich also mit Phlycto- 
chytrium z. T. sehr gut entwickeln, wobei es zu einer Schidigung 
des Pilzes kam. 


6) Algen als Futterorganismen. 


Die Versuchsanordnung entspricht den beiden vorhergehenden Versuchen. Die 
Algen wurden als Futter fiir Podangiwm erectum, M yxococcus virescens und M. fulvus 
gepriift. Die Versuche wurden im dunklen Thermostaten gemacht. Da die Algen im 
Dunkeln ihre Photosynthese einstellen miissen, wurden entsprechende Verhaltnisse 
wie bei den vorhergehenden Versuchen geschaffen, wo das Futter auf dem reinen 
Agar keine Nahrstoffe vorfand. In beiden Fallen konnte es nur noch zu einer 
geringen Vermehrung auf Grund der in den Zellen vorhandenen Reservesubstanzen 
kommen, Die Stammkulturen von Hormidium flaccidum gingen leider wihrend der 
Versuche ein, Myxococcus fulvus und Podangium erectum konnten daher nicht mehr 
mit dieser Art, sondern nur mit den iibrigen sieben Algen gepriift werden (siehe 


Tab. 9). 
Auch bei der Fiitterung mit absoluten Reinkulturen von Griinalgen 
trat in gewissen Fallen Entwicklung der Myxobakterien ein (Tab. 9). 


* Die Reinkultur stammte aus dem Pflanzenphysiologischen Institut Gottingen. 
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Tabelle 9. Piitterung von Myxococcus virescens, M. fulvus und Podangium erectum mit 
Algen auf reinem Agar ohne Néhrstoffzusatz. Mittelwerte aus 8 Parallelkulturen. 


ag a aa aa ee 


Versuch Kontrolle 
| Vegetative ‘ © 2 
Entwicklung Fruktifikation & _ . 
Geel 
mols a 
Radius 7, Starke Palne 
‘ coe in acd - > Dl 
Schwarmes kOrper- : = = seis 
Se nach fa BOSE Nala gS Be 8 = 
10 Tagen wicklung Frucht- FA iS) Bq as 
(mm) ee a | ~ e |S BRS 
5 bildung | 2 |S a 8 Aen oe 
A SZ) oH Bole A 
5 B/Z| 8s jesiss 
EI tude | | ie a2 os e 8 6 fe SS Base 
|= nq rs] | ne) AID D & SH o1D 
ce le Fa RS pc el a 
Be ocoecus bacillaris|) 4| 3— 7/0) 1| keine} keine 5 
Stichococcusmirabilis| 5 | 4— 5) 2 1| keine} keine 5 
Pediastrum tetras 9} 6—11|3)| 0!) keine} keine 4 | — 
Scenedesmus Naegelit| 8 | 3—13) 4 |\0-1| keine} fert. 2 100 4 | — 
Scenedesmus 
quadricauda 10 | 5—14/5! 0) keine} fert. 2 100 4 |— 
Hormidium Barlowi |11 | 7—13/4'  0| keine] keine || 
Hormidium flaccidum| 12 | 7—16| 8 |\O-1| keine} fert. 1—2 100 4 | — 
Chlamydomonas 
| eugametos 5 | 3— 8/3] 1|keine/Anl.1 5 }— 
|\Stichococcus bacillaris| 8 | 5—10} 1 |0—1| keine| keine ‘lil || == 
Stichococcus mirabilis| 16 |12—18|}5 | 1/Anl. 1} fert. 2—4 100 11 | — 
Pediastrum tetras 12 |10—15|6/| Oj keine} fert. I 100 11 | — 
Scenedesmus Naegelir| 17 |10—21| 9 0-1) keine} fert. 2—3 150 11 | — 
Scenedesmus 
quadricauda 14 |10—16}4/ 0} keine| keine 11 | — 
Hormidium Barlowi | 15 |\12—17/5| 0! keine} keine a 
Chlamydomonas 
eugametos 16 |12—20| 5 |O-1| keine] keine 11 | — 
Stichococcus bacillaris| 5 | 2— 6|3) 1) fert. | fert.| 1 | 1 |300 10060 | 0/— 
Stichococcus mirabilis| 10 | 2—16)}5| 1)/Anl.2)Anl. 2 Oj 
Pediastrum tetras One 
Scenedesmus Naegelir Ou 
Scenedesmus 
| quadricauda 0} — 
Hormidiwm Barlowt Oe 
Chlamydomonas 
eugametos 6| 2—9| 5 0-1 keine! keine 0 |— 


Sie war vegetativ allerdings nicht sehr kriaftig, mit Ausnahme der guten 
Schleimbildung; die beiden Myzxococcus-Arten fruktifizierten aber gut 
(Abb. 12, 13); bei Podangium erectum setzte dagegen nur in einem Falle 
eine geringe normale Fruktifikation ein. Im Gegensatz zu den Futterungen 
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mit Hefen traten nur selten Ausfalle einzelner Parallelkulturen ein. Der 


gréBere Teil des Wachstums erfolgte hier bereits — wie auch bei den 
Versuchen mit Bakterien — vor der ersten Kontrolle, also waihrend der 


ersten 5 Tage. Auf Grund der Entwicklungsstirke bei Algenfiitterung 
gegentiber den algenfreien Kontrollen erwiesen sich von den 8 gepriiften 
Algen fiir Myxococcus virescens 2 nicht, 6 mabig bis gut verwertbar, 
von den 7 gepriiften Algen fiir M. fulvus 1 nicht, 6 maBig bis sehr gut 
und fiir Podangium erectum 4 nicht, 3 maBig bis gut brauchbar. Die 
Ausnutzbarkeit des Futters war nur bei den beiden M yxococcus-Arten 
sehr ahnlich, von 8 Algenarten 
waren 5 fiir beide verwertbar. 


; ee Se Swe 
Abb. 12. Abb. 13. 


Abb. 12. Myxococcus fulvus, Fiitterungsversuch mit Scenedesmus Naegelii auf reinem Agar. Die gute 
Entwicklung der Myxobakterien kann man an der reichlichen Fruktifikation erkennen. 2 x. 


Abb. 13. Myxococcus virescens, Fiitterungsversuch mit Hormidium flaccidum aut reinem Agar. 
Ein Fruchtkérper und zahlreiche Stabchen zwischen den groben Algenzellen. 75 x. 


Die Wirkung der Myxobakterien auf die Algenzellen war nicht ein- 
heitlich. Makroskopisch hob sich das Schwarmgebiet aus dem lebhaft 
griinen Ausstrich meistens durch etwas hellere Farbung und anscheinend 
diinnere Lagerung der Algen heraus. Mikroskopisch konnten bei den 
Stichococcus-Arten und bei Chlamydomonas, in geringerem Umfang auch 
bei Scenedesmus Naegelii deutlich angegriffene, nie aber vollig zerstérte 
Zellen erkannt werden. Die angegriffenen Zellen (Abb. 14) hatten un- 
scharfe Umrisse, waren nicht mehr lebhaft griin und kleiner als die 
Zellen der Kontrollen. Diese EKinwirkung auf die Algenzellen, die den 
Hindruck erweckt, als seien deren Zellmembranen aufgelést, ist deswegen 
unerwartet, weil es sich hier ja um Cellulosemembranen! handelt, und 
wenigstens die Myxococcaceen nach allen Literaturangaben (mit Aus- 
nahme von BEEBE 1943) Cellulose nicht verwerten kénnen. Andererseits 
ist in diesem Zusammenhang die Arbeit von GrrrLEr (1924/25) inter- 
essant, der eine Polyangium-Art beschrieben hat, die parasitisch auf 
Cladophora leben soll. Wiahrend bei Pediastrum tetras und Scenedesmus 
quadricauda keine Kinwirkung der Myxobakterien auf die Zellgestalt 


* Genauere Untersuchungen der Membranen wurden leider nicht vorgenommen. 
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-beobachtet wurde, waren bei den Hormidium-Arten (Abb. 15, 16) die 
langen Algenfaden im Schwarmbereich in kurze Stiickchen zerfallen mit 
undeutlichen Zellgrenzent. Da bei der Wirkung der Myxobakterien auf 
die Algen nicht eine deutliche Lysis mit vélligem Verschwinden der 
Zellen eintrat, kann man hier nicht — wie bei den vorigen Ver- 


suchen mit groBer Wahrschein- 
lichkeit — beurteilen, ob die Ent- 
wicklung der Myxobakterien zum 
groBten Teil durch Substanzen 
der Algenzellen selbst oder nur 
durch von ihnen ausgeschiedene 
Stoffe zustande kam. 

Die Farbstoffbildung der 
vegetativen Schwiarme unterblieb 
bei diesen Versuchen ganz; die 
Fruchtkoérper waren normal, 
ohne grobe Abweichungen gefarbt 
(bei Myxococcus virescens gelb- 
griin, bei MW. fulvus ziegelrot, bei 
Podangium erectum braun). Bei 
den Mywxococcus- Arten herrsch- 
ten runde, bei Podangiwm erectum 
keulige Fruchtkorper vor. 


Abb.14. Podangiwm erectum, Fiitterung mit Sticho- 

coccus mirabilis auf reinem Agar. Im Bereich des 

undeutlich erkennbaren Schwarmes haben die Al- 

genzellen unschirfere Umrisse und sind kleiner als 

die nicht angegriffenen Algenzellen in der oberen 
Halfte des Bildes. 330 x. 


Von den gepriiften Algen gestatteten also sowohl planktische 
wie terrestrische den Myxobakterien die Entwicklung, zum 


Teil bis zur Fruchtkorperbildung. 


Abb. 15. 


Abb. 15. Hormidium Barlowi, parkettartige Lagerung der langen Algenfaden 
im durch Myxobakterien nicht beeinflufiten Zustand. 100 x. 
Abb. 16. Myzococcus virescens mit Hormidium Barlowi auf reinem Agar. Im Schwarmgebiet 
unregelmiBig verteilte kurze Faden. 100 x. 


1 Nach unveréffentlichten Versuchen von Bricirre ScuropEr tritt ein Zerfall 
der Hormidium-Faden in ihre Einzelzellen auch unter der Wirkung gewisser Ionen 
ein (erscheint demnachst in dieser Zeitschrift). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 19. 
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b) Ernéhrung durch Kombination von organischen Niéhrbdden 
mit Futterorganismen (Bakterien). 


Nach der Feststellung, da sich die Myxobakterien mit nur einem 
Futterorganismus allein ohne weitere Nihrstoffe entwickeln konnen, 
sollte durch die folgenden Versuche eine Anniherung an natiirliche Ver- 
haltnisse versucht werden, indem die Myxobakterien mit Futterbakterien 
auf organische Nahrbéden gebracht wurden (als Kontrolle dienten 
dieselben Fiitterungsversuche auf reinem Agar). 

Die Versuchsanordnung entspricht der bereits geschilderten weitgehend. Neben 
reinem Agar wurden als Nahrbéden benutzt: Probacit-Agar, Hefe- Mist - Agar 
(1 g Kaninchenmist + 0,5 g Hefe auf 100 cm* Wasser) und Kartoffeldekokt-Agar. 
Futterorganismen waren Escherichia coli und Staphylococcus aureus. Von jedem 
Futterbakterium wurden auf jedem Substrat vier Ausstriche angelegt, und zwar in 
einer Prrri-Schale zwei kleine, kreisférmige (geringe Futtermenge) und in einer 
anderen Prrri-Schale zwei gréBere rechteckige (groBe Futtermenge). In die Mitte 
aller Futterausstriche und dazu auf jedem Boden als Kontrolle allen wurden M yxo- 
coccus virescens und Podangiwm erectum geimpft. Zur Beurteilung der Entwick- 
lung der Futterbakterien auf den verschiedenen Béden wurden auBerdem Aus- 
striche der beiden Bakterien ohne Myxobakterien-Beimpfung angelegt. 

Im wesentlichen sahen die Fitterungsversuche auf den or- 
ganischen Nahrbéden nicht anders aus als die auf reinem 
Agar. Allerdings hatten sich die Futterbakterien-Austriche auf den 
Nahrbéden vergr6Bert, am starksten auf Probacit-Agar, jedoch nur 
gering im Verhaltnis zur Myxobakterienausbreitung. Die Lysis war gut 
zu erkennen und hatte in vielen Fallen, besonders bei den kreisformigen 
Futterausstrichen zum Verschwinden des Futters gefithrt. Auf Probacit- 
Agar mit Futterzusatz trat keine Myxobakterienentwicklung ein (siehe 
Tab. 10). Podangium erectum wachst auf diesem Boden auch ohne Futter 
nicht, Myxococcus virescens dagegen wohl, aber nur vegetativ, so da hier 
der Futterzusatz also hemmend wirkte. Auf den drei anderen Substraten 
kam es bei Futterzusatz zu sehr guter Entwicklung und kriiftiger Schleim- 
bildung (diese besonders auf Kartoffel-Agar) bei beiden Myxobakterien, 
wobei die Ergebnisse bei den kleinen kreisférmigen Ausstrichen und den 
groBeren im Durchschnitt gleich waren, so daf das Futter nicht einfach 
quantitativen Kinflu®B hatte. Wahrend die Entwicklung von M yxococcus | 
virescens in den Fiitterungsversuchen auf organischen Nahrbéden sich 
nicht sehr von der auf reinem Agar unterschied, zeigte sich bei Podangiwm 
eine sehr viel tippigere Fruktifikation auf den organischen Nahrbéden, 
besonders auf dem Kartoffeldekokt-Agar; hier war auch kraftiger Stirke- 
abbau festzustellen. In den vorhergehenden Versuchen hatten nur wenige 
Futterorganismen zu guter Fruktifikation bei Podangium gefiihrt, auf 
Hefe-Mist- und auf Kartoffeldekokt-Agar mit Futterbakterien trat sie 
dagegen auBerst reichlich ein (siehe Abb. 1). Hier haben also wohl neben 
den Lysisprodukten noch andere Stoffe, niimlich Stoffwechselprodukte 
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_ Tabelle 10. Fiitterung von M yxococcus virescens und Podangium erectum mit Bakterien 
: auf organischen Néhrbéden. Mittelwerte aus 4 Parallelkulturen. 


& = ; ; 
AY egetativ e Fruktifikation 
Entwicklung ——- = ————— 
4s Sor 
“ Radius r, Starke der! 5 
3 a qian Frucht- Sorus- Ps 
=| o B k6rper 1 
. 5 S | Schwarmes DNDehs oder DL 
Organisches 3 S nach ent- Frucht- | 3 | — a 
=| Niahrsubstrat ig 2 10 Tagen fy wicklung kérper- | 4 | = 36 
a (mm) nq bildung & |- 2 3:0 54 
= 1s § gis) st= 
3 rat tl rat Sate terre a za 3) | @| a iy ee 
+ Ampli-| <= | 4 sl sl all asd 3 |S yy 
S 42 13 A S i i c | a PIS 4 
S H | = | tude Ea x 3 & &/ 6) > B'S 
Fy a/ es Sl A), Ae | ae |AMl aes | a] m fy bb 
a a 


Reiner Agar E.coli | R41) 16 |15—17| 6) 2) keine} keine 
as 2/14/1215) 5| 2!Anl. 2) fert. 2 100 
os St.aur. 19 |18—20} 6} 1|Anl. 2) fert. 1 100 
a “ 14 }13—15| 51] 1/Anl. 2! fert. os 100 
| =“ — 9} 8—10| 4 | — |Anl. 2) fert. ] 50 
_|Probacit - Agar | E.coli 
* St.aur. 
: _ -- 6 | 4— 8| 2 | —| keine} keine 
; Hefe-Mist-Agar| E.coli 17 |17—17| 0| 2| keine|Anl. 2 
: 3 y 7| 5— 8! 2) 2) keine|Anl.2 
: : St.aur. 20 |18—22| 7| 1] keine] fert. 2 100 
; at ve 15 |14—16| 6 |1-2| keine} fert. 2 100 
%9 = 10 |10—10| 3 | —| keine}Anl. 1 
Kartoffel-Agar | 2. coli 12} 8—16) 7} 2/Anl. 2} fert. 2 100 
ifs a 16 |15—16| 7) 1)Anl.1/Anl. 2 
¥ St. aur. 22 |22—22' 8] 1| keine} fert. 3 100 
33 Be 25 |23—27) 10 |1-2|Anl. 2! fert. Vere | 100 
i — 19 |18—20} 10 | — | keine| fert. | 1 50 
Reiner Agar E.coli 15—20| 7| 1] keine|Anl. 1) 
% 53 23 |20—25/10} 2/Anl.1/Anl. 2 
St.aur. 24 |22—26| 7 


1| keine) Anl. 2 
1| keine} Anl. 2 


bo 


15 |15—15 


” 3° 


Probacit-Agar | H.coli 


oF 99 
St.aur. 


” 


oe) 39 


Be ue hae el | ge A ci See * 1 “ha tg 


AAP | APA | RPA) AeA) | Ae Re | Re | | RR 
% 


Hefe-Mist-Agar} 1.coli 12 |11—13} 0| . 2|Anl. 2) fert. 1 |700/100 20 
5 - 10| 9—11} 2) 2) fert. | fert.| 1 | 1 (700/100 40 
a St.aur. 18 }17—19' 2! 1)Anl. 2] fert. 2 |700| 50 60 
% *5 | 14 /13—15} 5 1-2) fert. | fert.| 1 | 3/700) 50 60 
E — 12 |11—13} 2 | —| keine} fert. 1 |300)—} 30x60 

Kartoffel-Agar | H.coli 20 |20—20] 8} 2] keine; fert. 3/700 50x 80 
3 4 12| 8—15|} 3|- 2) fert.|fert.| 2 | 3 |500) 30 60 
z St.aur.| R | 25 |25—25| 7) 1) keine| fert. 1 |700|100; 30 
3 5 35 |35—35| 11 |1-2| keine] fert. 3 |600) 50 60 
; — |—|-8| 5-10] 6|—| fert. | fert. | 1 | 1 |300) 40! 30 

1 R = rechteckiger Ausstrich. 2 K = kreisférmiger Ausstrich. 
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des Futters oder Substanzen der Nahrbéden, zu dieser guten Wirkung 
gefiihrt. 

Die Farbstoffbildung der vegetativen Schwiirme war sehr kraftig, 
bei Myxococcus virescens trat der griingelbe Farbton in verschiedenen 
Intensititen auf, bei Podangiwm erectum kamen gelbe, rétliche und 


braune Farbtone vor. Form und Farbe der Fruchtkérper blieben bei 


Myxococcus virescens unter allen Bedingungen fast gleich, bei Podangiwm 
erectum dagegen traten besondere Effekte ein: Auf Hefe-Mist-Agar waren 
seine Fruchtkérper normal, auf dem Kartoffeldekokt-Agar aber waren sie 
bei beiden Futtersorten gelbrot gefirbt; die Fruchtkérper der Kontrolle 
ohne Futter auf Kartoffelboden hatten dagegen die normale braune 
Farbe. Sowohl die rétlichen wie die braunen Farbténe traten in sehr 
verschiedenen Intensitaten auf. Die Form der fertig ausgestalteten Sori 
zeigte bei den Kombinationen auf Mist- und Kartoffel-Agar die groBten 
Abwandlungen, die wahrend der ganzen Untersuchung tiberhaupt beob- 
achtet wurden, sie lieBen sich jedoch nicht auf bestimmte Faktoren 
zurickfiihren. Auf Mist-Agar mit Escherichia coli als Futter erschienen 
neben ganz normalen Sori mit runden gestielten oder keuligen Frucht- 
korpern solche, bei denen alle Fruchtkérper winzige Cysten mit extrem 
langen Stielen hatten und bei denen die Oberfliiche wie eingeschrumpft 
aussah. Mit Staphylococcus aureus als Futter auf Mist-Agar traten neben 
vielen normalen auch einige Sori auf, die nur aus breiten hellbraunen 
Stielen ohne Cysten bestanden. 


Die Kombination organischer Nahrbéden mit lebendem 
Bakterienfutter fiihrte also unter den gewihlten Bedingungen bei 
Myxococcus virescens zu keiner Steigerung der Entwicklung 
gegeniiber der Fiitterung auf nahrstofffreiem Substrat; bei Podangium 
erectum trat dadurch jedoch sehr viel ippigere Fruktifikation, 
verbunden mit starker Abweichung der qualitativen Merkmale, ein. 


c) Mehrere Futterorganismen auf reinem Agar. 


Kine Annaherung an natiirliche Verhiltnisse wurde auBerdem durch 
die gleichzeitige Verwendung von mehreren Futterbakterien 
versucht. Damit nicht zu viele Faktoren beteiligt waren, wurde als 
Substrat reiner Agar ohne Nihrsalze und organische Zusiitze benutzt. 
Myxococcus virescens wurde teils mit einer Mischung von je 2 Futter- 
bakterien, teils aber auch mit einer Mischung der Stimme A—E zu- 
sammengeimpft, die alle aus Rohkulturen von Podangiuwm erectum 
isolierte Bakterien sind. Auch Podangium erectum wurde anschlieBend 
mit der Mischung der Stiimme A—E getestet. Zum Vergleich diente die 


Verfiitterung von jedem Futterorganismus allein an das betreffende 
Myxobakterium. 


: 
- 
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__ Die Versuchsanordnung war wie bei den vorhergehenden Versuchen. Fiir die 
Fiitterung der Myxobakterien mit zwei Futterorganismen wurde von beiden der 
Inhalt von je 3 Platinédsen untereinander vermischt und ausgestrichen. Dieser Aus- 
strich wurde mit Myxobakterien zentral beimpft. Fiir die Vergleichskulturen mit 
nur einem Futterorganismus wurden sechs Osen von diesem ausgestrichen. Fiir die 
Mischung der 5 Stamme A—E wurde von jedem der Inhalt einer Ose, fiir die Ver- 
gleichskulturen mit je einem Stamm 5 Osen ausgestrichen. 


a) Fiitterung mit definierten Bakterienstimmen. 


Bei den Fiitterungsversuchen 1, 2, 6 und 8 der Tab. 11 wurden jeweils 
zwei Futterbakterien gemischt, von denen jedes allein fiir Myaxococcus 
virescens verwertbar ist. 

Dabei handelt es sich bei Nr. 6 um zwei gramnegative, bei Nr. 8 um zwei gram- 
positive Futterbakterien, bei Nr. 1 um ein gramnegatives und ein grampositives, 
nicht sporenbildendes und bei Nr. 2 um ein gramnegatives und ein grampositives, 
sporenbildendes Futterbakterium. 

Die Fitterung ergab bei 1 eine Férderung des vegetativen Wachstums 
wie der Fruktifikation gegeniiber der Fiitterung mit nur einem der 
Partner. Bei 2, 6 und 8 lag das Ergebnis zwischen dem der Fiitterung mit 
jedem einzelnen der beiden Partner. 

Bei den Versuchen 3, 4, 5, 7 und 9 wurden jeweils zwei Futterbakterien 
geboten, von denen das eine allein verwertbar, das andere nicht verwert- 
bar war. 

Es handelt sich bei Nr. 3 und Nr. 4 um zwei gramnegative, bei Nr. 9 um zwei 
grampositive Futterbakterien, bei Nr. 5 und Nr. 7 um ein grampositives und ein 
gramnegatives Bakterium, wobei einmal das gramnegative verwertbar, das andere 
nicht verwertbar war und umgekehrt. 

Die Impfung fiihrte bei 4 und 9 zu einer volligen Hemmung der Ent- 
wicklung, bei 3 und 7 zu einer geringeren Entwicklung als mit dem ver- 
wertbaren Partner allein und bei 5 tiberraschenderweise zu einer zwar 
vegetativ etwas schlechteren, aber hinsichtlich der Fruktifikation besse- 
ren Entwicklung als mit dem verwertbaren Partner allein. 

Bei den qualitativen Merkmalen traten keine besonderen Erscheinungen auf, 
Form (rund bis wulstig) und Farbe (gelb-griin) zeigten nur geringe Schwankungen. 

Der Einflu& des zweiten anwesenden Futterbakteriums 
machte sich also meistens deutlich bemerkbar, wobei zwar 
haufig die Entwicklungsstarke bei gemischtem Futter zwischen den fiir 
die Komponenten charakteristischen Entwicklungsstiarken lag, in einigen 
Fallen aber auch ganz unerwartete Ergebnisse auftraten. 


B) Fiitterung mit den nicht bestimmten Bakterienstiimmen aus der natiir- 
lichen Umgebung der Myxobakterien. 
Alle Stimme hatten bei Einzelverfiitterung bei Myxococcus virescens 
sehr gute Wirkung auf die vegetative wie fruktifikative Phase (Tab. 12). 
Durch Kombination aller 5 Stamme miteinander wurde die 
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Tab. 11. Fiitterung von M yxococcus virescens mit einer Mischung von 2 Futterbakterien 


auf reinem Agar. Mittelwerte aus 4 Parallelkulturen. 
a eg eee 


Vegetative | Fruktifikation 
Entwicklung 
| stiirke 
Radius 7, des | oe + 
Schwarmes: | Fruchtk6érper- 
| ad 2 Frucht- 4 
Nr. Futterbakterien nach | entwicklung | sii Frucht- 2 
10 Tagen | S bildun korper- 
| (mm) = 8 | gréBe (iw) 
| = | | Bbtow a | al 4 
= | Amplitude} | | @ | 4 ia 5 a 
|S | PQS oy ee lee | nN Sl aks 
1 | Proteus vulgaris 12| 12—12 | 9] 2 | keine | fert. 2 |1000x50 
Staphylococcus aureus. |13 | 12—14 (12° 1 keine | fert. 967 ey 
Prot. vulg. + Staph. aur.|22| 13—31 |16| 1 | Anl.2| fert. | 4 100 
Kontrolle ohne Futter. | 5 4— 6 4, keine | keine 
2 Escherichia coli . 20| 18—22 |11) 2 | keine | fert. 2 100 
Bacillus subtilis 1 13| 12—14 | 7| 0 | keine | fert. / 1 150 
\E. coli + Bac. subt. . 14} 13—15 | 8} 1 | keine | fert. | 2 150 
Kontrolle ohne Futter. | 11> 7—15 8 ol keine | keine 
3 |Escherichia coli . }17| 12—22 /11)2 ) Anl.2| fert. A» che BO 
Pseudomonas pyocyan. | / 
E.coli + Pseud.pyoc..| 7) 7—7 | 4) 1 | Anl 2} fert. Be) tow 
Kontrolle ohne Futter. |14  14—14 9 | — | keine | keine 
4 | Escherichia coli. {19} 18—20 | 6] 2 | Anl. 2} fert. gerd ige 
Bacterium prodigiosum | | / | ) 
E. coli +- Bact. prod. | ) ) | 
Kontrolle ohne Futter. (12, 12—12. 9/— keine | keine | | 
5 | Bacterium prodigiosuml | [noe | aah 
Bacillus subtilis I 133. | 31—35 |25 | 0 | keine | fert. Leer Ob 
Bact. prod. + Bac.subt. | 21 | 20—22 | 19 | Q | keine | fert. | | 3 | 100 
‘Kontrolle ohne Futter. |12)  6—18 | 8|—| keine | keine 
6 |Escherichia coli. 12} 10-15 | 5| 2 keine Ani. 2 
Bacterium ferrugineum |10  8—12 | 4 2 Anl.1) fert. | 2 100 
coli + Bact. ferrug. 11 |*10—13 5| 2 | keine | fert. }\1—2 100 
KXontrolle ohne Futter. | eee | 
7 Bacterium ferrugineum |10| 8—12 | 4) 2) Ani. 1) fert. | 2 100 
Proactinomyces citreus | 
Bact. ferrug. + Proact. | 
citr. . cae tne PLL Volant oO) Le) Kere Teterts ibe, 100 
Kontrolle ohne Futter. 
8 Bacillus mesentericus | 10) 7—14 4) 0 keine | keine | | 
Braune Sarcina . |17] 12-22 | 6) 1)| keine | fert. | 1 80 
Bac. mesent. +- Br. Sarc.|12| 10—13 | 3} 1 | keine | keine 
Kontrolle ohne Futter. | 6 ae mS |— | keine | keine | 
9 | Bacillus mesentericus IL | 10 |. 7—14 4| 0. keine | keine | 
Proactinomyces citreus | | 
Bac. mesent. -+- Proact. . 
citr. | | 
‘Kontrolle ohne Futter. | 10 9—11 4 | — | keine | keine | 
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Tabelle 1. Piitterung von Myxococcus virescens und Podangium erectum mit einer 
Mischung der Futterbakteriensttimme A—E auf reinem Agar. Mittelwerte 
aus 4 Parallelkulturen. 


rr ETN OIESISY St 


| Vegetative Fruktifikation 
| Entwicklung | 
le actin x | Stirke der | © = 
Futter- | Schwarmes ee eee ae F 3 
stiimme / nach 10 Tagen epiriekinag k6rper- : = | 
(mm) oa Pal bildung r= S 3 B 
ee ee ae kal Paes Tat Gal ips | aoe he gl toe 
OO 
AIEEE cae i 1B) 7—l14 33 ] keine | fert. J1—2 100 
, Bs, Loaly 13-7 6 2 Anl. 2} fert. 3—4 100 
BEC. Ta 216 od. || Anis?) stert. 2—3 150 
nD. LieSy) ts WN} 4 1 Anl. 2) fert. 3 150 
fee. sh 16) 6 12=—18 6 2 Anil. 2| fert. 2S 400 « 80 
peek Bs 
CSS bye 
ASE Roget 15 | [psi 6 | 1-2 | Anil: 2) fert. 4 150 
>| Kontrolle 
ohne 
Futter . 2 2— 2 2) — | keine | keine 
panes O57) 18 416-20 8 1 keine | Anl. 2 
Bese ne |: 26) <20—30 14 1 keine | fert. 4 350 100 x 80 
(he eae ED) 5—15. 8 it keine | fert. 200 80 « 50 
D 5) 5— 5 5 0 keine | An]. 1 
HOP terres ism | bey 9—15- | 12 1 keine | Anl. 1 
A+ B+ 
», Ge 
Mirwts . bey tel oltesd O13 8 ] keine | Anl. 2 
Kontrolle 
ohne | 
Futter. | 0 0 — | keine | keine | 


Fruktifikation noch starker gefordert (Zahl der Fruchtkorper 
weit iiber 100, gegeniiber 10—100 bei der Kinzelverfiitterung der 
Stamme); ihre Farbung und Form waren normal. Bei Podangiwm erectum 
beeinfluBten nur die Stimme B und C beide Entwicklungsphasen giinstig 
(Fruchtkérper zylindrisch oder keulig, braun gefarbt), die tbrigen 
forderten nur das vegetative Wachstum. Die Wirkung der Kombina- 
tionaller Stamme miteinander war schlechter als die der meisten 
einzelnen Komponenten, sie fiihrte bei geringer vegetativer Entwick- 
lung nur zu Fruchtkérperanlagen, obwohl die Begleitbakterien in den 
Rohkulturen von Podangium erectum stets reichliche Fruktifikation her- 
vorgerufen hatten. Das liegt wohl sicher zum Teil daran, da in den 
Rohkulturen die Begleitbakterien zusammen mit einem organischen 


= ' 
242 H. OETKER: 


Nahrboden wirkten, was bei Podangium nach den vorhergehenden Ver- 
suchen besonders groBe Bedeutung hat. 

In groBen Ziigen ergibt sich aus den gesamten Versuchen mit 
lebendem Futter folgendes: Auf er zahlreichen Bakterien ermog- 
lichen auch einige Hefen, Algen und sogar eine Phlyctochytrium- Art 
den untersuchten Myxobakterien-Arten die Entwicklung. Neben den 
gut verwertbaren gibt es auch schlecht ausnutzbare und unbrauchbare 
Futterorganismen. Podangium erectum als Vertreter der Polyangiaceen 
verhielt sich dabei grundsitzlich nicht anders als die Myxococcus-Arten. 
Die Kultur auf organischen Nahrbéden mit Futterbakterien fiihrte bei 
Podangium erectum zu einer weit iippigeren Entwicklung als mit Futter- 
organismen auf nahrstofffreiem Substrat. Bei Fiitterung mit mehreren 
Futterorganismen traten auch einige Effekte auf, die nach den Ergeb- 
nissen bei den einzelnen Komponenten nicht zu erwarten waren. 


B. Besprechung der Ergebnisse. 


Betrachtet man nochmals die in der Einleitung angegebene Spanne 
ausnutzbarer Nahrungsquellen, die sich aus den verschiedenen Literatur- 
angaben fiir die Myxobakterien zusammenstellen lait, und vergleicht 
damit die vorstehenden Ergebnisse, so mu man diese Spanne wenigstens 
fiir die vorstehend untersuchten Myxobakterien einschranken, da mine- 
ralischer Stickstoff im Gegensatz zu gewissen Literaturangaben gar nicht 
verwertbar war und nur héhermolekulare N-Verbindungen giinstige 
Wirkung auf die vegetative Entwicklung und Fruktifikation ergaben. 
Das beste Gedeihen wurde erst bei der Ernaihrung mit dem 
EKiweifB lebender Organismen beobachtet. Man darf in diesem 
Zusammenhang wohl annehmen, daB am natiirlichen Standort, dem 
Erdboden, die antibiotischen und lytischen Fahigkeiten der Myxobak- 
terien eine entscheidende Rolle bei ihrer Ernahrung spielen. Aus den 
obigen Versuchen ergibt sich auch, da dabei wohl auch in der Natur 
nicht nur Bakterien, sondern auch Hefen und terrestrische Algen, viel- 
leicht sogar noch weitere Organismengruppen (der Versuch mit Phlycto- 
chytrium fiel ja positiv aus!) angegriffen werden, so daB der Bezeichnung 
,,Mikroriiuber™ wohl eine noch umfassendere Bedeutung zukommt, als 
SINGH annehmen konnte. 

Daf die Bezichungen zu anderen Organismen aber nicht immer zu einer Totung 
und Lysis zu fiihren brauchen, kann man leicht an der Wirkung von Myxobakterien- 
schwarmen auf Schimmelpilze feststellen, wie sie sich auch bei den vorstehenden 
Versuchen gelegentlich bei Luftinfektionen in den Kulturen beobachten lieB und 
wobei sich die Ergebnisse von Finck (1951) bestatigten. Dabei tritt namlich haufig 
eine Hemmung des Pilzwachstums, besonders des Luftmycels, aber keine Abtétung 
ein, Die Hemmungszone kann hierbei tiber den Schwarmbereich hinausgehen, 
wihrend die 'Tétung von Bakterien und Hefen immer nur in engem Kontakt von 
Rauber und Beutezellen erfolgt. Bei der Hemmung des Pilzwachstums durch die 
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Myxobakterien handelt es sich daher sehr wahrscheinlich (wenigstens zum Teil) 
um eine ganz andere Erscheinung als bei der Wirkung auf Futterorganismen. 

Ks ist sicher eine interessante Aufgabe, die Wirkung der Myxobakterien 
auf weitere Bodenorganismen wie Cyanophyceen, Myxomyceten und 
Pilze zu untersuchen. 

Kine noch ganz ungeklirte Frage ist, wieweit die Myxobakterien selbst 
durch andere Organismen geschadigt werden kénnen, da ja doch antago- 
nistische Beziehungen in der Natur sehr haufig sind (WALLHAUSSER 1951, 
OPPERMANN 1951). Aus den vorliegenden Versuchen kann man nur einen 
Hinweis in dieser Richtung entnehmen: Bei der Pritfung von M yxococcus 
virescens mit einem aus LHscherichia coli und Bacterium prodigiosum 
kombinierten Futter unterblieb jede Entwicklung des Myxobakteriums, 
obwohl es bei Gegenwart des einen Futterpartners (Escherichia coli) zu 
gedeihen vermochte. Offenbar wurde die Ausnutzung des Coli-Futters 
durch das anwesende Bacteriwm prodigiosum gehemmt. Uberhaupt 
deutet schon die Tatsache, daB bei Zusammenimpfungen mit einem nicht 
verwertbaren Futter haufig die ausgesiten Myxobakteriensporen un- 
verandert liegen blieben, wahrend das gleiche Impfmaterial auf reinem 
Agar sich schwach entwickeln konnte, auf schadigende Einfliisse durch 
die als Futter gebotenen Organismen hin. 

Von einem allgemeinen Bild der Ernaihrungsverhaltnisse der Myxo- 
bakterien und den damit eng zusammenhingenden Beziehungen zu 
anderen Organismen sind wir noch weit entfernt. Es handelt sich ja um 
eine Organismengruppe, die erst allmiahlich gréBeres Interesse erregt, 
obwohl sie durch besonders eigenartige Erscheinungen ausgezeichnet ist. 
Erst Untersuchungen an vielen Arten werden klaren koénnen, wie weit 
verschieden voneinander die verwertbaren Nahrungsquellen sein k6nnen 
und wie weit innerhalb der Myxobakteriengruppe die Fahigkeit ver- 
breitet ist, sich von andren lebenden Organismen zu ernahren. 


C. Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Aus Wildmisten und Bodenproben wurde eine Anzahl Myxobak- 
terien isoliert und von ihnen drei Myzococcaceen und eine Polyangiacee 
mit dem Kocuschen Plattenverfahren rein kultiviert, wozu Sporen- 
suspensionen verwendet wurden, die durch Zerreiben der Fruchtkorper 
mit Quarzmehl erhalten worden waren. 

2. Zur Ziichtung der Reinkulturen erwiesen sich Agar-Platten, die ab- 
getétete Suspensionen von Lscherichia coli oder Staphylococcus aureus (in 
physiologischer NaCl-Losung oder mit 2%, igem Kartoffeldekokt) ent- 
hielten, als besonders giinstig. 

3. Den von JAHN angefithrten morphologischen Unterschieden zwischen 
Myzxococcaceen und Polyangiaceen konnte als weiteres unterscheidendes 
Merkmal das Aussehen des vegetativen Schwarmes hinzugeftigt werden. 
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4. Die Farbstoffbildung des Schwarmes und die Farbe und Form der 
Fruchtkérper war unter den verschiedenen Versuchsbedingungen sehr 
unterschiedlich. Die Variabilitat lieB sich jedoch nicht auf bestimmte 
Faktoren zuriickfihren. 

5. Die Verwertbarkeit verschiedener N-Quellen in Verbindung mit 
Glucose bzw. Stirke und 2°%igem Agar wurde — im Vergleich mit 
Kontroll-Kulturen auf reinem Agar (auf dem schon eine gewisse Ent- 
wicklung méglich ist) — gepriift. Dabei ergab sich im wesentlichen: Das 
vegetative Wachstum von Myxococcus virescens und fulvus wurde durch 
Glucose schwach, durch Starke besser gefordert. Anorganischer Stickstoff 
wurde nicht verwertet, dagegen hatten Asparaginsaure und Pepton posi- 
tive Wirkung auf das vegetative Wachstum; Harnstoff ergab keine deut- 
liche Férderung. Nur bei Myzxococcus fulvus wurde auch die Fruktifika- 
tion durch Starke und Asparaginsaure leicht positiv beeinflu&t. Optimale 
Entwicklung trat auf den synthetischen Substraten in keinem Falle ein, 


6. Zu Bakterienfutter-Béden, die an sich gute Entwicklung zulassen: 
wurden zusitzlich verschiedene N- und C-Quellen und Wirkstoffe ge- 
geben. Bei Myxococcus virescens und fulvus wirkten héhermolekulare C- 
und N-Quellen (Starke, Pepton, Casein) fordernd auf die vegetative und 
die reproduktive Entwicklungsphase. Die Wirkstoffe (Vitamine der B- 
Gruppe, Ascorbinsaéure, Paraaminobenzoesaure) ergaben hingegen niemals 
eine starke Forderung, mitunter sogar eine Hemmung der Entwicklung, 


7. Bei Fiitterung der Myxobakterien mit lebenden Mikroorganismen 
ohne weitere Nahrstoffe ergab sich: 


a) Bakterien als Futterorganismen: Die Befunde von Srne@u (1947) 
mit Myxococcus virescens lieBen sich bestatigen; dariiber hinaus wurde 
nachgewiesen, dali auch Podangiwm erectum in der Lage ist, Futter- 
bakterien zu t6ten und zu lésen. Von 35 Bakterienstimmen konnten 17 
als Nahrung von Podangium erectum aufgenommen werden, 18 waren 
nicht verwertbar. Die Nahrungsauswahl beider Myxobakterienarten war 
aihnlich; es wurden sowohl grampositive wie gramnegative Futter- 
bakterien ausgenutzt. Fiir beide Myxobakterien waren nichtpigmen- 
tierte als Nahrungsquelle besser geeignet als pigmentierte. 

b) Hefen als Futterorganismen: Durch Zusammenimpfen von vier 
Myxobakterienarten mit 10 Hefearten wurde die lytische Wirkung der 
Myxobakterien auch auf diese Organismengruppe nachgewiesen. Eine 
Reihe von Hefen gestattete den Myxobakterien gute vegetative Ent- 
wicklung wie Fruktifikation. 

c) Phlyctochytrium als Futterorganismus: Von drei untersuchten Myxo- 
bakterien-Arten konnten sich alle mit dem Phycomyceten Phlyctochy- 
trum als Futter gut vegetativ entwickeln, zwei von ihnen fruktifizierten 
auch reichlich, Der Pilz wurde durch die Myxobakterien geschidigt. 
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d) Algen als Futterorganismen: Eine Fiitterung von drei Myxo- 
bakterien-Arten mit acht Gritmalgenstiimmen ergab in einigen Fallen 
gute vegetative wie reproduktive Entwicklung. Eine Einwirkung der 
Myxobakterien auf die Algenzellen war zwar zu erkennen, aber nicht bis 
zur volligen Lysis nachzuweisen. 


8. In Annaherung an natiirliche Verhiiltnisse wurden Futterbakterien 
auf organischen Nahrbéden geboten. Die Entwicklung von Myxococcus 
virescens wurde dadurch gegeniiber der Wirkung von Fiitterung auf 
reinem Agar nicht gefordert. Podangiwm erectum dagegen entwickelte sich 
unter diesen Bedingungen iippiger. 


9. Bei Fiitterung mit mehreren Futterbakterien gleichzeitig (auf reinem 
Agar) lag haufig die Entwicklung der Myxobakterien zwischen den fiir die 
einzelnen Komponenten charakteristischen Entwicklungsstiirken; z. T. 
lagen aber auch andere Verhaltnisse vor. 


Herrn Professor HarpER michte ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir 
seine stete Anteilnahme bei ihrer Durchfiihrung herzlich danken. 
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Uber den Entwicklungsgang von Mycosphaerella pinodes 
(Berk. et Blox.) Stone. 


I. Die Bildung der Fortpflanzungsorgane in ,,normalen“ Kulturen *. 


Von 
GEORG SORGEL. 


Mit 12 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 18. April 1953.) 


Die genaue Kenntnis der Biologie eines parasitischen Pilzes ist nicht nur zum 
Verstandnis der durch ihn hervorgerufenen Krankheit unbedingt erforderlich, 
sondern bei der Aufklarung eines erst unvollkommen bekannten Entwicklungs- 
ganges koénnen auch wertvolle Hinweise auf eine erfolgversprechende Bekampfung 
gewonnen werden. Da auch von dem auf Erbsen haufig vorkommenden Ascomyceten 
Mycosphaerella pinodes (Berk. et Blox.) Stone recht wenig bekannt ist, wurde ver- 
sucht, unter genau bekannten und kontrollierbaren Bedingungen den Entwicklungs- 
ablauf zu klaren. 

Die bei diesem Pilz in Pyknidien entstehenden Conidien sind allgemein 
bekannt, bzw. stellen das am meisten ins Auge fallende Fortpflanzungs- 
organ dar. Pyknidien werden sowohl in der Natur als auch in kiinstlicher 
Kultur reichlich gebildet. Die Pseudothecien, in denen die Ascosporen 
entstehen, wurden in der Natur nur hin und wieder auf Erbsenkraut und 
verrottendem Stroh beobachtet (JoNnES 1927, WeEHLBURG 1932). Von 
ihrem Auftreten in Reinkulturen wird nur selten berichtet (JoNES 1927). 
Uber die ebenfalls auftretenden Chlamydosporen waren in der Literatur 
iiberhaupt keine Angaben zu finden, sofern man nicht die Befunde von 
Lupwia ( 1928) so deuten mochte, daB er nicht Ascochyta pisi Lib., 
sondern Mycosphaerella pinodes vor sich gehabt hat. Uber die Bedin- 
gungen, die zur Ausbildung der einzelnen Organe fiihren, war bisher 
nichts bekannt. Deshalb sollte zunichst in kiinstlicher Kultur Klarheit 
dariiber gewonnen werden, um dann gegebenenfalls Riickschliisse auf das 
Verhalten des Pilzes in der Natur ziehen zu kénnen. 


Ausgangspunkt aller Kulturen war ein Stamm von Mycosphaerella pinodes, der 
von einem befallenen Samen der Schalerbsensorte ,,Uberreich“ isoliert und in 
Reinkultur gebracht wurde. Alle hier erwihnten Kulturen gehen auf eine einzige aus 
einem Ascus isolierte Ascospore zuriick. Die Untersuchungen wurden ausnahmslos 
mit Hilfe der Filtrierpapiermethode! ausgefiihrt (SORGEL 1951). Als Papiersorte 


* Quedlinburger Beitrage zur Ziichtungsforschung Nr. 14. 
1 Tn einer gréBeren steht eine kleinere, bis an den Rand mit Nahrlésung gefiillte 


Schale, auf der eine Filtrierpapierscheibe liegt. 
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wurde das Papier 597 von Schleicher und Schiill benutzt, welches sich fiir derartige 
Untersuchungen sehr gut bewahrt hat. Die Kulturen standen in einem dunklen 
Thermostaten bei 24° C. Als giinstiges Nahrmedium wurde meist ein 1% iger Samen- 
schalendekokt der stark anfalligen Markerbsensorte ,,Wunder von Kelvedon‘‘ 
genommen. 

Die Reaktion eines Pilzes auf unterschiedliche Bedingungen kann vor 
allem dadurch geklart werden, da man von einem Grundnahrboden aus- 
gehend die stoffliche Zusammensetzung stufenweise fortlaufend ein 
wenig andert. In vorliegender Arbeit soll deshalb zunachst nur das Ver- 
halten auf einem solchen Grundnihrboden untersucht werden. Da in 
einem Samenschalendekokt einer anfalligen Erbsensorte, wie an anderer 
Stelle (SGRGEL 1952) gezeigt werden konnte, alle zu einer ausreichenden, 
wenn nicht sogar optimalen Ernihrung von Mycosphaerella pinodes not- 
wendigen Stoffe vorhanden sein diirften, gingen diese Untersuchungen 
von diesem Medium als Grundnahrboden aus. 

Eine genaue Erfassung der verschiedenen Fortpflanzungsorgane wurde dadurch 
ermoglicht, da8 das Filtrierpapierblatt vor dem Sterilisieren in eine Anzahl konzen- 
trisch angeordneter Ringe eingeteilt wurde (vgl. Abb. 12). Der Abstand dieser mit 
Bleistift gezogenen Ringe muBte wegen der Kleinheit der Pseudothecien und be- 
sonders der Chlamydosporen bei den meisten Kulturen 1mm betragen. Acht 
Radien, die jeden Ring in acht gleich groBe ,,Felder“ teilten, erleichterten das Auf- 
und vor allem das Wiederfinden der Organe wesentlich. Beim Zihlen, welches 
unter einem Binokularmikroskop meist bei 40facher VergroéB8erung im allgemeinen 
bei Unterbeleuchtung vorgenommen wurde, blieben die Schalen meist geschlossen, 
um Veranderungen der Luftfeuchtigkeit und der Konzentration der Nahrlésung 
durch Verdunsten zu verhindern. Allerdings muBte der Schalendeckel durch einen 
vollkommen planen Deckel einer anderen leeren sterilen Schale ersetzt werden, da 
anhaftendes Kondenswasser und nicht ebenes Glas ein einwandfreies Auffinden und 
Erkennen aller Organe in Frage stellen konnten. 

Greifen wir von den zahlreichen auf einem 1% igen Samenschalen- 
dekokt angesetzten Kulturen zunichst eine Serie von 10 Kulturen her- 
aus, die am gleichen Tage so gestaffelt beimpft worden waren, dafB bei dem 
gleichbleibenden Zeitabstand fiir das Ziihlen die Kulturen zu den einzel- 
nen Beobachtungszeiten gleiches Alter hatten, so da die erhaltenen 
Zahlen leicht miteinander verglichen werden konnten. Ubereinstimmend 
waren in allen 10 Kulturen, die anfangs dreistiindlich beobachtet wurden, 
nach 45 Stunden im ersten Imm-Ring?! die ersten Anlagen von Frucht- 
kérpern vorhanden. Im Durchschnitt waren es 5,7 Felder, in denen die 
Bildung begonnen hatte. Dabei war in 45,6°/, dieser besiedelten Felder 
des ersten Ringes aller 10 Kulturen je ein Organ je Feld vorhanden; zwei 
Organe waren es in 36,8%, drei in 8,8%, vier in 7,0% und fiinf in 1,8% 
der Felder. Diese bei der angewandten VergréRerung kreis- oder fast 
kreisformigen, noch nicht kugeligen, sondern mehr uhrglasférmig ge- 
wolbten Gebilde hoben sich von dem wenig hervortretenden Mycel als 


* Die sich im inneren 2 mm-Kreis schon noch friiher bildenden Fortpflanzungs- 
organe wurden in keinem Falle mit in die Betrachtung einbezogen. 
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kompakte, schwach gelblich gefiirbte Stellen aus der Umgebung heraus. 
Es war jedoch in diesem Entwicklungszustand nur sehr schwer oder in 
den meisten Fallen ittberhaupt nicht méglich, zu entscheiden, um welche 
Organe es sich dabei handelte. 

Drei Stunden spiater hatte die Entwicklung auf 6,9 Felder iiber- 
gegriffen. Zwar war noch in 26,5% der Felder je ein Organ vorhanden, 
doch waren schon in 2,9°% sieben Organe zu finden. Die Zahl der Frucht- 
k6rperanlagen hatte sich wihrend dieser 3 Std etwa verdoppelt (von 
10,3 je Kultur war ihre Zahl auf 19,8 angestiegen). Viele der zuerst ent- 
standenen Organe waren jetzt deutlich als Kugeln zu erkennen. Nach 
weiteren sechs Stunden waren in allen acht Feldern des ersten Ringes 
bereits Organe ausgebildet. Auch im zweiten Ring hatte die Bildung 
ihren Anfang genommen: in 4,7 Feldern waren einzelne Organe zu finden. 

Als 18 Stunden spater (72 Std nach dem Beimpfen) die Kulturen 
wieder beobachtet wurden, hatte eine erhebliche Veranderung statt- 
gefunden. Nicht nur, daB die Zahl der Organe sich betrachtlich vermehrt 
hatte — war doch ihre Zahl auf 165,8 je Kultur angestiegen und ihre 
Entstehung bis zum vierten Ring vorgedrungen —, sondern vor allem 
konnte bei gleichzeitiger GroBenzunahme die Mehrzahl von ihnen be- 
sonders im ersten, aber auch schon im zweiten Ring als Pyknidien 
identifiziert werden. 

Die alteren unter ihnen waren als Ganzes stairker gefarbt, wiesen aber am 
Scheitel einen hell erscheinenden Kreis auf, der von einem Ring aus deutlich dunkler 
gefarbten Zellen umgeben war. Dieser Ring umschlieBt einen Porus. Gelegentlich 
werden an einer Pyknidie auch zwei oder drei Offnungen gebildet. Die Ringfarbe 
war zu diesem Zeitpunkt noch ganz unterschiedlich. Alle Ubergangsstufen, von 
kraftigem Dunkelbraun bei den zuerst gebildeten Pyknidien bis zu schwachem, zum 
Teil gerade erst angedeutetem Hellbraun bei vielen spaiter entstandenen, waren in 


den Kulturen zu finden. Dieses Merkmal unterscheidet bei typischer Ausbildung die 
Pyknidien eindeutig von den Pseudothecien. 


Im ersten Ring waren im Durchschnitt 38,9°%, im zweiten 26,0% und 
im dritten 3,6% der Fortpflanzungsorgane als Pyknidien zu erkennen. 

Bei einem Teil dieser Pyknidien war besonders im ersten Ring auf der 
eben erwahnten Offnung ein glanzender Tropfen zu bemerken. Durch die 
klare Flissigkeit hindurch sind die Pyknidien aber noch deutlich zu er- 
kennen. Werden sie alter, so vergréBert sich dieser Tropfen immer mehr; 
da Pyknidien verschiedener Altersklassen nebeneinander liegen, sind 
dementsprechend die Tropfen verschieden gro. Falls der Tropfen nicht 
herablauft, wird er bei ungestérter Entwicklung meist sogar groBer als die 
Pyknidie selbst. Diese offenbar aktiv ausgepreBte Flissigkeit enthalt 
Stoffe, die ihr auch die zihe klebrige Beschaffenheit verleihen. Daf 
Stoffe in iam vorhanden sein miissen, geht auch daraus hervor, daB beim 
Eintrocknen, was man leicht durch Abnehmen des Schalendeckels und 


Offenstehenlassen der Kultur erreichen kann, eine zarte weiBliche Kruste 
yj 
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zuriickbleibt. Erst dann, wenn ein Tropfen ausgeschieden ist, treten auch 
die Conidien aus. Sie erscheinen zunichst einzeln deutlich erkennbar in 
der Fliissigkeit. Ihre Zahl nimmt immer mehr zu, bis sie schlieBlich in 
einem zusammenhingenden Strang hervortreten, der in der Flissigkeit 
vielfach gewunden erscheint. Die Zahl der Conidien wird bald so grof, 
da® der ganze Tropfen ausgefiillt wird. Dabei farbt sich dieser immer 
intensiver, bis er schlieBlich als undurchsichtige Masse in Gestalt einer 
rotlich gefarbten Kugel der Pyknidie aufsitzt, die ganz und gar darunter 
verschwindet. Wiahrend der Reife reiBt die Offnung der Pyknidie haufig, 
entweder unregelmaBig oder in vielen Fallen gleichmaBig nach zwei ent- 
gegengesetzten Richtungen auf. Der dabei entstehende Spalt vergroBert 
sich ganz allmahlich. Dabei wird natiirlich die umgebende braune Zell- 
schicht gesprengt. Wird, wie es hin und wieder vorkommt, kein Tropfen 
ausgeschieden, so treten die Conidien auch ohne viel Fliissigkeit aus. 
Dabei entsteht die auch bei vielen anderen Pilzen mit Pyknidien be- 
kannte Schleimranke. Doch kommt diese wahrscheinlich oft — jedenfalls 
deuten die Befunde bei unserem Pilz darauf hin — so zustande, dai zwar 
anfanglich ein Tropfen gebildet werden mag, der aber bei niedrigerer Luft- 
feuchtigkeit, als sie z. B. in den Kulturschalen herrscht, verdunstet, wobei 
nur die Conidienranke wbrigbleibt. So mégen die bei vielen Pilzen oft 
allein beschriebenen Schleimranken zum Teil wohl nur eine Folge 
niedriger Luftfeuchtigkeit sein. 

Nach 78 Stunden waren im fiinften Ring die ersten Organe vor- 
handen, im dritten Ring die ersten Tropfen gebildet und im ersten 
einzelne Pyknidien reif geworden (wobei der Beginn der Reife mit dem 
Erscheinen der ersten Conidien gleichgesetzt wird). Neue Organe waren 
in den ersten beiden Ringen nur noch wenig mehr gebildet worden. 
Allerdings hatte eine weitere Differenzierung stattgefunden: wesentlich 
mehr Organe waren eindeutig als Pyknidien erkennbar. Auffalligerweise 
waren mehrere Anlagen nicht so stark herangewachsen, auch war bei 
ihnen weder ein Ring noch eine Offnung zu erkennen. Es machte den Hin- 
druck, als ob sie auf einer friihen Entwicklungsstufe stehen bleiben 
wiirden. Mehr lieB sich vorerst nicht iitber sie aussagen. Immerhin waren 
es in den beiden inneren Ringen zusammen etwas weniger als ein Viertel 
der Gesamtorgane (20,4°%), die in diesem Zustand verblieben waren. 

In den nachsten Stunden ging die Organbildung in der eben beschrie- 
benen Art und Weise weiter (das Beobachtungsintervall betrug von nun 
an 24 Std). Sie erfaBte in den nichsten Tagen weitere Teile der Kultur- 
oberfliche. Dabei riickte die Zone, in der die Pyknidien deutlich als solche 
erkennbar waren, immer mehr vor; ihr folgte, allerdings nicht scharf ab- 
gegrenzt, eine Zone, in der die Pyknidien vorwiegend Tropfen trugen. 
SchlieBlich waren am weitesten nach innen die meisten von ihnen reif 
geworden. Wie aus Abb. | hervorgeht, in der das Erscheinen der Tropfen 
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und das allmihliche Reifen bei unseren Kulturen (Mittelkurve aus 10 ein- 
ander sehr ahnlichen Einzelkurven) dargestellt ist, waren die meisten 
Tropfen bei 96 und 120 Stunden vorhanden. Diese Tropfen wandelten 
sich erst langsam, dann immer schneller werdend in die hellrosa gefiirbten 
Kugeln um. Das Aussehen der Kulturen unterschied sich daher ganz auf- 
fallig bis zu 144 Std von dem nach 168 Std. Waren es zuerst die groBen 
hellen Tropfen, so waren es spiter die rétlich gefiirbten Kugeln, die den 
Kulturen ihr charakteristisches Aussehen verliehen. Allerdings wurden 
nicht immer simtliche Pyk- 

nidien einer Kultur reif. Bei 4 
unseren Kulturen kamen 
im Mittel 87,99 Pyknidien 7% 
zur Reife. Da die Tropfen- 4, 
bildungim allgemeinen dem 
eigentlichen Reifen voran- 
geht und vielleicht ein Sta- 
dium darstellt, welches we- 50 
nigstens unter bestimmten 3, 
AuBenbedingungen durch- 
laufen werden muB, sei die 


= 


Tropfenbildung hier als % 72 9% 120 144 18 192 216 240 26% 200 312 336 


Vorreife bezeichnet. Stunden—= 


War die Bildung der Abb. 1. Vorreife und Reife bei den Pyknidien. Mittel- 
‘ kurve aus 10 Hinzelkurven. o o Tropfenausscheidung ; 
Fortpflanzungsorgane bis- o———o Reife der Pyknidien. 


her immer mehr ange- 

stiegen und zwischen 96 und 120 Std, als die ersten Organe im neunten 
Ring erschienen, ein Optimum in der Entwicklungsgeschwindigkeit er- 
reicht, so verzégerte sich das Auftreten neuer Organe von nun an merk- 
lich. Wahrend des Optimums wurden 7,3 Organe in der Stunde gebildet, 
zwischen 120 und 144 Std wahrend des gleichen Zeitraumes reichlich 
halb so viel. Drei Tage lang verlief die Organbildung mit etwa der gleichen 
Tntensitait. Es hatte bei dieser schleppenden Weiterentwicklung fast den 
Anschein, als wiirde sie vollstandig zum Erliegen kommen. Doch, als sich 
die ersten Organe in einem Abstand von 16mm vom Mittelpunkt aus 
gerechnet bildeten, trat in allen Kulturen fast gleichzeitig eine tber- 
raschende Verianderung ein. Die Organbildung setzte erneut so lebhaft 
ein, daB je Stunde optimal 29,1 Organe dazukamen, d. h. gegeniiber dem 
vorhergehenden Optimum wurden fast viermal soviel in der Stunde 
gebildet. 

Wie Abb. 2 zeigt, kam diese Neubildung aber fast ebenso schnell 
wieder zum Erliegen. Dabei betraf sie nicht nur die 4uBeren Ringe, in 
denen bisher keine oder nur wenige Organe vorhanden waren, sondern 
auch die inneren bereits besiedelten Ringe. Im Gegensatz zum bisherigen 
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Verhalten blieben von nun an die meisten Organe klein; nur wenige ent- 
wickelten sich zu Pyknidien. Sie hatten auch eine etwas andere Form; 
sie waren weniger kugelig als diese und auBerdem im erwachsenen Zu- 
stande linger als breit. Eine Offnung bildete sich bei ihnen ebenfalls aus, 
doch war sie breiter und flacher als bei den Pyknidien. Nicht alle diese 
Organe entstanden einzeln, sondern ab und zu waren zwei bis sieben 
dicht nebeneinander auf einer gemeinsamen Unterlage ausgebildet, die 
anfangs einer Pyknidienanlage ahnlich sah, 
bzw. sich zu einem einzigen Organ hatte 
entwickeln koénnen. Daran bildeten sich dann 
— im allgemeinen nicht zur gleichen Zeit — 
mehrere Einzelorgane mit je einer Offnung 
aus. Wie eine mikroskopische Priifung er- 
gab, befanden sich in diesen Organen nach 
einiger Zeit Asci mit Ascosporen. Diese 
als Pseudothecien zu bezeichnenden Or- 
gane kénnen sich also auch bei unserem 
Pilz wie bei gewissen anderen verwandten 
Ascomycetenordnungen bzw. -familien auf 
einem Stroma entwickeln, mit dem Unter- 
schied allerdings, daB die Stromata in un- 
serem Falle als Ausnahmen zu gelten haben. 
Auch aus den Pseudothecien treten vor der 
eigentlichen Reife Tropfen hervor, doch 
fallen diese wegen ihrer Kleinheit weit 
weniger auf. Die Farbe der mit Ascosporen 
“48 9 WY 12 20 2 3% angefillten Kugel ist wesentlich blasser als 
Stunden —= bei den Pyknidien. 

Abb. 2. Mittlere stiindliche Zu- Die ,,zuriickgebliebenen‘‘ Organe in den 

nahme der Fortpflanzungsorgane J 

[Pyknidien (linker Gipfel) und ersten Ringen, von denen schon die Rede 

PasR Agi nerl eee ochts ‘AM in war, stellen auch nichts anderes als Pseudo- 
thecien dar. Allerdings unterscheiden sich 

diese insofern von den spiter gebildeten dadurch, da8 nur selten eines 

von ihnen zur vollen Reife gelangt. Sie stellen vorzeitig ihr Wachstum 

ein, so daB mit Recht wenigstens teilweise von einem Zuriickbleiben 

gesprochen werden kann. 

Uberraschenderweise entstanden die im Innern der Kulturen sich neu- 
bildenden Organe nicht unmittelbar auf dem Filtrierpapier, sondern aus- 
schlieBlich auf den schon vorhandenen Pyknidien. Dabei war es gleich- 
giltig, ob diese bereits das Stadium der Vorreife oder Reife erreicht 
hatten oder nicht. An verschiedenen Stellen, meist jedoch nicht in un- 
mittelbarer Nahe des Scheitels, tauchen diese Organe zuniichst als kleine 
kugelige, dann sich in die Liinge streckende Kérper auf. Auch in ihnen 
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entstanden Asci, die sich in nichts von denen unterschieden, die in den 
weiter auBen befindlichen Pseudothecien gebildet wurden. Abb. 3 zeigt 


Abb. 3. Reife Pyknidie mit fiinf Pseudo- 
thecien (der Tropfen mit den Conidien 
wurde vor dem Zeichnen entfernt). 


eine solche mit fiinf Pseudothecien be- 
setzte Pyknidie. Allerdings waren nicht 
alle auf den Pyknidien entstehenden 
Organe Pseudothecien; ein verschwin- 
dend geringer Prozentsatz lieB sich 
schon an der Form als Pyknidien er- 
kennen. Nicht in allen Fallen war eine 
eindeutige Unterscheidung dieser bei- 
den Organe leicht, besonders dann, wenn 
die Pyknidien klein waren. Erschwerend 
kommt hinzu, da gelegentlich Zwi- 
schenformen entstehen, die entweder 
ganz steril sind oder aber auBerlich den 
Pseudothecien ahneln, jedoch Conidien 
enthalten. 

Wie aus Abb. 4 hervorgeht, kommt 
die Pseudothecienbildung erst dann in 


Gang, wenn die Ausbildung der Pyknidien nahezu abgeschlossen ist. 
Ganz vereinzelt findet man auch in den déufBeren Ringen einige Pyk- 


nidien. Die Hauptmasse der 


Organe wird, abgesehen von den noch 


zu besprechenden Chlamydosporen, auBerhalb einer Entfernung von 


---4 
---4 


| 


be------}4--4 
\ 
1 

We aaey 


So ba=-==-4 


™~ 


+ 
ile 


s! 
4 
ae 
bees ----4 
IS 
esas 
——~}; 


~ 
~ 
See 


[ 


 Lahl dep Fortptlanzungsorgane —= 


500 


a 


eee 


= ai. 
DY 72. 96 120 TH4 068 192 216 240 264 286 H2 336 360 384 108 
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) und Pseudothecienbildung (—~——) bei 10 Kulturen 


(Mittelkurve; die extremen Schwankungen sind durch die senkrechten Striche angedeutet). 
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16mm vom Mittelpunkt der Kultur von den Pseudothecien gebildet. 
Nach etwa 408 Std Kulturdauer ist auch die Pseudothecienbildung zum 
Stillstand gekommen. 

Unsere bisherigen Feststellungen ergeben also, daf die Ausbildung der 
Fortpflanzungsorgane in getrennten Phasen vor sich geht. In der ersten 
Phase entstehen Pyknidien, in der zweiten Pseudothecien. Das bedeutet 
jedoch keineswegs, daB in der ersten Phase iiberhaupt keine Pseudo- 
thecien, in der zweiten gar keine Pyknidien entstehen kénnten. Es war 
ja schon die Rede davon, daB® in den ersten Ringen einige Pseudo- 
thecien zu finden waren. Berechnet man, wie groB die Zahl dieser Pseudo- 
thecien ist, so ergibt sich, wie Tab. 1 zeigt, daB waihrend des Anstiegs 


Tabelle 1. Prozentsédtze der wiihrend der Pyknidienphase entstehenden Pseudothecien. 


Stunden | 48 54 | 72 | 78 96 | 120 | 144 | 168 | 216 
Pseudo- 
thecien 0,00 | 10,49 13,47 | 13,71 | 13,66 | 14,28 | 16,67 | 20,74 | 27,59) 


der Pyknidienbildung bis 120 Std rund 13% aller gebildeten Organe 
Pseudothecien sind. Wie sich jedoch weiterhin zeigte, sind auch in den 
inneren Ringen die zuerst entstehenden Organe immer Pyknidien; erst 
nachdem ein Ring vollstindig oder fast vollstandig besiedelt worden ist, 
k6onnen einzelne Pseudothecien zur Entwicklung gelangen. Es behalt also 
das Nacheinanderentstehen der Organe selbst wihrend der Pyknidien- 
phase seine Giltigkeit. Wir k6nnen auBerdem sagen, dap Mycosphae- 
rella pinodes sich dadurch auszeichnet, dab unter den angewandten 
Kulturbedingungen 13°, der wiihrend der Pyknidienphase gebildeten Organe 
Pseudothecien sind. (Kinschriinkend sei bemerkt, daB diese Feststellung 
vorerst nur fiir die von uns verwendete Herkunft zutrifft.) 

Bei den Zihlungen in einem 24 Std-Intervall hatte sich ergeben, daB 
sich bis zu diesem Entwicklungszustand der Kulturen zwei deutlich 
begrenzte Zeitabschnitte heraushoben, in der der Pilz offenbar eine beson- 
dere Aktivitit entfaltet. An weiteren Kulturen, die in einem 6 Std-Rhyth- 
mus gezihlt wurden, sollte festgestellt werden, ob zwischen diesen beiden 
besonderen Punkten Unterschiede zu verzeichnen sind. Fiir die Pyk- 
nidienphase sei das Ergebnis einer einzigen Kultur wiedergegeben. In 
Abb. 5 ist die Pyknidienentwicklung fiir jeden Ring getrennt wieder- 
gegeben (das Papier war in diesem Falle mit 2 mm-Ringen versehen 
worden). Dabei zeigt sich erstens, dai in der Entwicklungsintensitit 
zwischen den ersten fiinf Ringen keine groBen Unterschiede bestehen; 
erst vom sechsten Ring an nimmt die Bildung schnell ab. Zweitens ver- 
lauft fiir jeden Ring die Bildung in einer Optimumkurve, wobei sich der 
dritte Ring etwas hervorhebt. Dieses Optimum, in das der Pilz nach 
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96 Std eingetreten ist, fallt aber zeitlich genau mit dem Optimum aus 
Abb. 2 zusammen. 

Fir das zweite Optimum war von 168 Std an mit einer Zunahme der 
Pseudothecien zu rechnen. Um auch den Anfang der Phase mit zu er- 
fassen, wurde eine Serie von 10 Kulturen angesetzt, die bis zu 138 Std 
Kulturdauer unberitihrt im Thermostaten stehen blieben. Von diesem 
Zeitpunkt an wurde bis zu 234 Std regelmaBig in einem 6 Std-Rhythmus 


~»~ %S 
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Zinahine Je 6 Stunden 


5 5 Hi 
42 48 54 60 66 72 76 84 90 96 102 108 11% 120 126 132 138 144 150 156 162 168 
Stunden —= 


Abb. 5. 6stiindige Pyknidienzunahme in den ersten sieben 2 mm-Ringen einer Kultur. 
Ring 1; ——— Ring 2; ::::::: Ring 3; —:— Ring 4; ------ Ring 5; —--— Ring 6; Ring 7+ 


gezahlt. Von 150 Std an steigt die Pseudothecienbildung ganz allmahlich 
an (Abb. 6), bis eine Neubildung von 25 Organen in 6 Std erreicht wird. 
Von da ab geht die Bildung aber auferordentlich schnell vonstatten. 
Sie fangt auch fast unvermittelt an. Optimal wird die Entwicklung 
zwischen 210 und 216 Std. Der optimale Wert von 97,1 Organen ent- 
spricht umgerechnet gut dem bei der 24stiindigen Zahlung erhaltenen. 
Danach wirddieMengederneu ,g, 


hinzukommenden Organe wie-  _ 

der geringer, um spater noch 8 @. 

-einmal etwas anzusteigen. Von & gg x 

den 10 Kulturen wichen zwei & 

insofern etwas ab, als beiihnen x iy a 
das Optimum schon 6 Std iS 20 

friiher erreicht wurde. Eine 8 

geringe Abweichung kann also 138 150 162 EI ag 210 222 234 
zwischen einzelnen Kulturen Lidl niet 
bestehen. Das Andert aber am Pp. aN fie pie ioe ideas 


allgemeinen Bild nichts. Ein 
Vergleich mit anderen hier nicht erwahnten Kulturen zeigt im tbrigen, 
daB solche Abweichungen sehr selten sind. 

Etwas erstaunlich erscheint jedoch die Tatsache, daB das Pseudo- 
thecienoptimum, welches wir eben erhalten haben, nicht mit dem zweiten 
Optimum aus Abb. 2 zusammenfallt. Doch waren bei jener Darstellung 
auch die wenigen noch neu entstehenden Pyknidien und die sich auf den 
Pyknidien entwickelnden Pseudothecien mitgerechnet worden. Hin 
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direkter Vergleich ist in diesem Falle nicht méglich, da diese Pseudo- 
thecien nicht bei jeder Zihlung mit erfaBt wurden. Aus den vorhandenen 
Zahlen konnte jedoch schon entnommen werden, daB das Optimum fir 
diese Organe spiiter lag. Uber ihre Zunahme in einer anderen Kultur- 
serie gibt Tab. 2 Aufschlu8. Zwar wurden diese Kulturen in einem 24 Std- 
Rhythmus geziihlt, doch sind die erhaltenen Werte schon aufschluBreich 
genug. Die Vermutung, da diese Pseudothecien nicht nur spater ent- 
stehen, sondern daB auch ihr Optimum spiter liegt, lieB sich eindeutig 
bestiatigen. 


Tabelle 2. Zunahme der sich auf den Pyknidien bildenden Pseudothecien 
(Mittelwert aus 10 Kulturen). 


Stunden Zunahme Stunden — Zunahme 
144— 168 0,00 240—264 44,22 
168—192 2,16 264—288 30,62 
192—216 15,96 288—312 24,12 
216—240 33,05 


Zusammenfassend lait sich daher sagen, da zwischen der Pyknidien- 
und der Pseudothecienphase wesentliche Unterschiede bestehen. Erstreckt sich 
die Bildung der Pyknidien, was ihre Intensitdét anbetrifft, tiber einen 
liingeren Zeitraum ziemlich gleichméfig, so ist die Bildung der Pseudo- 
thecien auf einen engeren Zeitabschnitt zusammengedriingt. Dabei ist das 
Optimum der Bildung fiir die iuBeren Pseudothecien etwas verschieden von 
dem fiir die ,,Pyknidienpseudothecien“. 

Unser Bild tiber den Verlauf der Ausbildung von Fortpflanzungs- 
organen wird durch das Auftreten des dritten vorkommenden Organs, 
der Chlamydospore, noch verwickelter. Diese rein vegetativen Organe 
entstehen durch Ausbildung zahlreicher, dicht liegender Querwande in 
den Hyphen. Sie liegen teils einzeln, teils zu zweien oder mehreren hinter- 
einander. Oft kommen aber auch lingere Ketten vor. Nicht selten tritt 
durch weitere Wandbildung eine nochmalige Aufteilung ein, wodurch 
entweder regelmiBige oder etwas unregelmifige Reihen und Haufen zu- 
stande kommen. Abb.7 soll ein Bild von den Chlamydosporen ver- 
mitteln, wie sie in vorliegendem Falle in einem einzigen Feld eines Ringes 
auftreten kénnen. Zu Anfang ihrer Entstehung sind sie so hell, daB sie 
sich nur sehr wenig vom Papier abheben. Schnell nehmen sie jedoch eine 
hellbraune, etwas langsamer eine dunkelbraune Farbe an. Deshalb sehen 
alte Kulturen makroskopisch schwarz aus. Diese Organe sind auch 
wesentlich kleiner als Pseudothecien oder Pyknidien. Daher st6Bt ihre 
exakte Erfassung auf gewisse Schwierigkeiten. Wenn sie in einer An- 
zahl von Kulturen trotzdem gezihlt wurden, so muB man sich dariiber 
klar sein, daB die erhaltenen Zahlen nur Mindestwerte darstellen kénnen. 
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Bei den auf Seite 248 besprochenen Kulturen wurde der Verlauf der 
Chlamydosporenbildung so erfaBt, da8 nur die Zahl der Felder, in denen 
sie vorhanden waren, bestimmt wurde. Wie Abb. 8 zeigt, begann ihre 
Bildung nach 192 Std, also noch wiihrend der Pseudothecienphase. Nicht 
in allen Feldern konnten zu diesem Zeitpunkt Chlamydosporen gefunden 
werden: im Mittel waren es nur 0,7 Felder je Kultur. Doch ging die 
weitere Ausbreitung sehr schnell vor sich. Nach 216 Std waren es 41,8, 
nach 240 Std bereits 88,5 und nach nochmals 24 Std 144,9 Felder, in 


denen sie aufgetreten waren. Als 
nach 408 Std Kulturdauer die Beob- 
achtung dieser Kulturen abgebro- 
chen wurde, waren in 192 Feldern 


ie ec 
8 192 26 240 264 206 312 336 360 384 408 
Stunden —= 
Abb. 7. Chlamydosporen verschiedenster Abb. 8. Verlauf des Auftretens der Chlamydo- 
Anordnung aus einem Feld einer Kultur. sporen in einzelnen Feldern einer Kultur. 


Chlamydosporen vorhanden. Wiirde das Vorriicken gleichmaBig in ge- 
schlossener Front vor sich gehen, so miiBte zu den angegebenen Beob- 
achtungszeiten die Zahl der Felder besiedelt sein, die durch Kreise in 
der Abbildung angegeben ist. Wie klar ersichtlich, sind die Abweichungen 
yon den experimentell gefundenen und auf der Kurve liegenden Werten 
nur unbedeutend. Das bedeutet also, daB sich in den Hyphen gleich- 
miBig kreisformig vorriickend die Chlamydosporen ausbilden. Ks wurden 
also nach jeweils 24 Std zunachst fiinf, dann sechs und sieben Ringe 
erfaBt. In den folgenden Tagen geschieht das Vorriicken wieder lang- 
samer, es kommen noch drei, dann zwei und schlieBlich nur noch ein 
Ring dazu. 

Die Ausbreitung geht also zur gleichen Zeit wie die Bildung der Pseudo- 
thecien im Innern der Kultur vor sich. Es ware nun aber ein Irrtum, 
anzunehmen, daB auch die mengenméBige Zunahme wahrend dieser Zeit 
erfolgt. In Abb. 9 ist der Verlauf der Chlamydosporenzunahme aus einer 
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Kultur wiedergegeben, bei der von 48 bis 360 Std alle Organe in einem 
6 Std-Rhythmus gezihlt wurden. Der Beginn lag auch hier in Uber- 
einstimmung mit den anderen Kulturen bei 192 Std. Die Zahl der 
Sporen wuchs rasch an und erreichte bald ein Optimum. Doch war 
dieser Anstieg nur voriibergehend. Lange Zeit hindurch war eine 
fast konstante Zunahme um 160 je 6 Std zu verzeichnen. Dann aber 
setzte eine sprunghafte Beschleunigung der Vermehrung ein und er- 
reichte mit 1969 Chlamydosporen in 6 Std den Héchstwert aller Organe. 
Danach fiel die Bildung wieder ziemlich schnell ab. Allerdings war nach 
408 Std, als die Kultur noch alle 24 Std beobachtet wurde, ihre Ver- 
mehrung noch nicht vollkommen zum Stillstand gekommen. Die Bildung 


et 


198 210 222 234 246 258 270 262 294 306 F18 330 H4?2 3§¥ 372 364 408 
Stunden —» 


Abb. 9. Verlauf der Chlamydosporenzunahme je 6 Std. 


der Chlamydosporen unterscheidet sich demnach vom Auftreten der 
anderen Organe insofern, als sich hier eine friiher liegende Ausbreitungs- 
phase von einer nachfolgenden Vermehrungsphase unterscheiden laBt. 

Wir sehen also, dal, wie gegen Ende der Pyknidienphase die eigent- 
liche Pseudothecienphase anfiingt, gegen Ende der Pseudothecienphase 
die Chlamydosporenphase einsetzt, die durch eine intensive Neubildung 
zu den schon vorhandenen ganz wenigen Chlamydosporen ausgezeichnet 
ist. Unsere Untersuchungen ergeben demnach, daf die zweite Entwick- 
lungsphase von der dritten, der Chlamydosporenphase, abgelést wird. 

Nach den bisherigen Beobachtungen kénnen wir uns jetzt ein Bild 
itber eine voll entwickelte Kultur machen. Doch die erhaltenen Zahlen 
fiir die einzelnen Organe ohne weiteres miteinander zu vergleichen, 
wiirde den Tatsachen nicht ganz gerecht werden. Durch das kreisformige 
Wachstum nimmt der Pilz ja, je weiter er nach auBen vorriickt, eine 
immer groBere Fliche ein, so daB sich die gebildeten Organe auf immer 
gréBere Abstinde voneinander verteilen kénnen. Wesentlich ist jedoch, 
ob an jedem Punkt der Kulturen gleich viel Organe entstehen oder ob. 
irgendwie eine Abnahme in der einen oder anderen Richtung zu ver-. 
zeichnen ist. Deshalb war es ratsam, die Anzahl der auf gleichen Flichen | 
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gebildeten Organe zu vergleichen. Es wurde daher die Zahl der Organe 
berechnet, die auf einer Fliche von 10 mm? in jedem Ring vorhanden ist. 


Bei dieser Berechnung wurden stets zwei aufeinander folgende 1 mm- 
Ringe miteinander vereinigt. 
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Abb. 10. Dichte der Fortpflanzungsorgane in den einzelnen Ringen einer Kultur. 
Pyknidien; ———dAaufere Pseudothecien; —--—innere Pseudothecien; ------ Chlamydosporen. 


Betrachten wir an Hand von Abb. 10 nacheinander das Verhalten 
simtlicher Organe. Die Pyknidien sind demnach in der Mitte einer 
Kultur am dichtesten gelagert. Ihre Dichte nimmt ziemlich gleichmaBig 
nach auBen hin ab. Im zehnten 2 mm-Ring hatte bei unseren 10 Kulturen 
jegliche Pyknidienbildung aufgehort. Auch die Pseudothecien liegen im 
Zentrum der Kultur dichter beieinander 


als in den beiden folgenden Ringen. Vom ‘i 
vierten Ring an drangen sie sich mehr 3 
zusammen und erreichen im sechsten 2 


~ 


Ring ihre gr6Bte Dichte. Von da ab wird 
ihr gegenseitiger Abstand wieder ganz 
allmahlich groBer, bis im 13. Ring 
schlieBlich keine Pseudothecien mehr 
mu finden sind. Die auf den Pyknidien Abb. 11~ Zahl der-auf den Pyknidien ge- 
fs 4 bildeten Pseudothecieninihrer Verteilung 
befindlichen Pseudothecien richten sich penicinenicultun: 
in ihrer Verteilung ziemlich genau nach 
den Pyknidien. Wie diese liegen sie in der Mitte der Kulturen am 
dichtesten zusammen. Der Besatz einer Pyknidie ist allerdings, wie aus 
Abb. 11 hervorgeht, im dritten Ring am gréBten. Dort sind im Durch- 
schnitt fast vier Pseudothecien auf jeder Pyknidie zu finden. Die Chlamy- 
dosporen schlieBlich sind ebenfalls in der Mitte ziemlich dicht gelagert. 
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Ihre Dichte nimmt aber nach einem kleinen Optimum im fiinften und 
sechsten Ring sehr schnell ab, bis im achten Ring ein tiefster Wert er- 
reicht ist. Danach steigt die Dichte ununterbrochen bis zum 13. Ring 
an, wo mit rund 75 Chlamydosporen je 10 mm? die dichteste bei allen 
Organen iiberhaupt auftretende Lagerung vorkommt. Fast ebenso schnell 
werden es nach auBen wieder weniger. Im 19. Ring, dem letzten auf 
dem Filtrierpapier, hatte die Organbildung ihr Ende erreicht. 

Aus den Ausfiihrungen geht demnach einwandfrei hervor, da in den 
Kulturen eine gewisse Zonierung zu beobachten sein muf. Tatsachlich 


Abb. 12. Photographische Wiedergabe einer wiihrend der Pseudothecienphase 
aufgenommenen Kultur (mit 2mm Ringeinteilung). 


lassen sich schon makroskopisch diese Zonen, die den einzelnen Phaseni 
entsprechen, erkennen. Abb. 12 zeigt eine Kultur, die wahrend der 
Pseudothecienphase aufgenommen wurde. Deutlich sichtbar ist das 
innere, sich nach aufen auflockernde Gebiet der Pyknidien zu erkennen. 
Daran schlieBt sich, ziemlich scharf abgegrenzt, die Pseudothecienzone. 

Bei dem Ubergang des Pilzes von einer Phase in die andere ist offen- 
bar eine gesteigerte Aktivitiit vorhanden. Dieser SchluB laBt sich wohl 
aus der Tatsache ziehen, dafs zu Beginn einer Phase eine gewisse Anzahl 
von Organen der folgenden Phase mit entstehen. Dabei bleibt ihr zahlen- 
miafiger Anteil solange gering, bis das Optimum der vorhergehender 
Phase tberschritten ist. Durch diese héhere Aktivitit lat sich méglicher- 
weise die anfanglich hohe Dichte der Pseudothecien in den innerer 
tingen erkliren, Dafiir spricht wohl auch das Zusammenfallen der Ent: 


stehung der inneren Pseudothecien mit dem Auftreten der Chlamydo-. 
sporen. 
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Hine abschlieBende Diskussion der Ergebnisse soll erst nach weiterer 
Klarung des vorliegenden Fragenkomplexes erfolgen. 


Fir die wertvolle Hilfe, besonders fiir die auch oft nachts durchgefiihrten 
Zahlungen, méchte ich auch an dieser Stelle Frl. M. Hetimuts herzlich danken. 


Zusammenfassung. 


Die Bildung der Fortpflanzungsorgane erfolgt bei Mycosphaerella pino- 
des in drei Phasen. Auf eine Pyknidienphase folgt eine Pseudo- 
thecienphase, die schlieBlich von einer Chlamydosporenphase ab- 
gelost wird. 

In der ersten, der Pyknidienphase, entstehen Pyknidien, die nach- 
einander das Stadium der Vorreife und Reife durchlaufen. 

In der zweiten, der Pseudothecienphase, bilden sich in zwei aufein- 
ander folgenden Zeitabschnitten zunachst die duBeren sich auf der Sub- 
stratoberflache, dann die inneren sich auf den Pyknidien entwickelnden 
Pseudothecien. 

In der dritten, der Chlamydosporenphase, lat sich eine Ausbreitungs- 
phase von einer Vermehrungsphase trennen. 

Entscheidend wichtig scheint zu sein, daB die Bildung der Organe je- 
der Phase bereits in geringer konstanter Menge in der et ‘ctoesidacsinerene 
Phase einsetzt. 
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(Aus dem ,,Departamento de Micologia‘‘ des ,,Instituto Botanico“, Lissabon.’ 


Zur Kenntnis von Kloeckera Lodderi sp. noy.*. 


Von 
N. VAN UDEN und L. ASSIS-LOPES. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 6. Mai 1953.) 


Aus portugiesischem Sauerteig und von der Haut einer nicht identi. 
fizierten Raupe isolierten wir je einen Stamm einer asporogenen Apicula. 
tushefe, die hauptsichlich auf Grund ihrer physiologischen Eigenschafter 
nicht in einer der bisher beschriebenen Hefearten (siehe LODDER u 
KREGER-VAN Ris) untergebracht werden konnte. Wir betrachten daher 
die beiden Stimme als Vertreter einer neuen Art, fiir welche wir, de 
niederlandischen Mykologin Frau Dr. J. Lopper zu Ehren, den Namer 
Kloeckera Lodderi vorschlagen. 


Higenschaften von K. Loddert. 


Mikroskopische Morphologie. Nach 24 Std Wachstum bei 25° C in eine: 
Nahrlésung mit 2% d-Glucose, 1% Pepton und 0,2% Hefeextrakt findet man oval: 
(1,7—2,6) x (2,6—3,3) « und citronenférmige (2—3,3) x (4—6,6) ~ messend: 
Zellen (Abb. 1). Die Sprossung ist bipolan 
Pseudomycel wird nicht gebildet. Spore 
wurden nicht beobachtet. 

Makroskopische Morphologie. bi 
einer Nahrlésung mit 2% d-Glucose, 1% 
Pepton und 0,2% Hefeextrakt bildet sic: 
nach 24 Std lediglich ein Bodensatz 
Auch spiater werden weder ein Ring noc\ 
eine Haut gebildet. Nach 30 Tagen Wachs 
tum bei 25° C auf Sabouraud-Agar mii 
Zusatz von 0,5% Hefeextrakt ist dil 
Strichkultur cremefarbig, weich, glinzen’ 
und glatt. : 

Alkoholgarung. Fiir den Nachwei 
der Gasbildung verwendeten wir die Md 
thode von LAaNGERON u. GUERRA i 


Abb. 1. Zellen von Kloeckera Lodderi aus . * 

einer 24 Std alten Kultur in einer Nihrlésung. ait Modifikation be: PEREIRA MicuENs 

Zeichnung nach einem ungefiirbten Priiparat. d-Glucose wird von K. Lodderi vergorer 
Vergr. -—+ 2400fach. d-Galaktose, Saccharose, Maltose uns 


Lactose dagegen nicht. 
Zuckerveratmung. Bei Priifung nach der Methode von WiIcKERHAM 1 
Burton wurden d-Glucose und Saccharose von K. Lodderi als C- Quelle verwende: 
d-Galaktose kaum, Maltose und Lactose dagegen nicht. Aus Analogiegriinde: 
* Die Durchfiihrung dieser Arbeit wurde durch die finanzielle Unterstiitzung dé 
, Instituto de Alta Cultura‘ (Lissabon) erméglicht. 
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bewerteten wir die Galaktoseveratmung, sofern wir sie zur Klassifikation der unter- 
suchten Hefe heranzogen, als negativ; wir werden auf diesen Punkt in der Dis- 
kussion zuriickkommen. 


N-Assimilation. Nach der Methode von Wicknruam verwendet K. Lodderi 
Ammoniumsulfat gut, Kaliumnitrat jedoch schlecht. Hier gilt dasselbe, was bereits 
bei der Galaktoseveratmung gesagt wurde. 


Athylalkoholveratmung. In der Wickrruamschen Nahrlisung fir die 
Priifung der C-Assimilation mit Athylalkohol (3%) als einziger C-Quelle wachst 
K. Lodderi nur auBerst gering. 


Diskussion; Umgrenzung von K. Lodderi. 


Bekanntlich zieht man die Fahigkeit oder Unfahigkeit der verschiede- 
nen Hefen, gewisse Zuckerarten sowie Nitrat als einzige C- Quelle bzw. 
N- Quelle zu verwenden, zu ihrer Klassifikation heran. 


Bei den Methoden von WickrrRHaM u. Burton (fiir die Zuckerveratmung) und 
von WICKERHAM (fiir die Nitratassimilation) erfolgt die Priifung durch Impfung der 
zu untersuchenden Hefe in eine Nahrlésung, welche die jeweilige Zuckerart oder 
Kaliumnitrat als einzige C-Quelle bzw. N-Quelle enthalt. Um den EinfluB der 
Nahrungsreserven des Inoculums auszuschalten, wird nach einigen Tagen in frische 
Nahrlésung tibergeimpft, und die Subkultur kommt nach spatestens drei Wochen 
zur endgiiltigen Beobachtung. Dazu wird die gewachsene Hefe suspendiert und die 
auftretende Triibung als Gradmesser fiir das erfolgte Wachstum genommen. Die 
Triibung wird photometrisch oder mit dem AugenmaB erfaBt. 


Dabei kénnen dreierlei Ergebnisse auftreten: eindeutig positiv (starke 
Triibung), eindeutig negativ (keine Triibung), zweifelhaft (geringgradige 
bis maéBige Triibung). Natiirlich sind die ,,zweifelhaften“‘ Ergebnisse nur 
insofern zweifelhaft, als man sie fiir taxonomische Zwecke verwerten 
will; im tibrigen mu8 man annehmen, daf eine maBige Triibung eben 
einer miBigen Assimilation entspricht. An Hand von rund 150 Hefe- 
stimmen, die wir in der letzten Zeit isolierten und klassifizierten, sind 
wir zu der Hinsicht gelangt, daB die Hefearten, die in der taxonomischen 
Literatur als unfahig gelten, eine gewisse Zuckerart oder Nitrat zu ver- 
wenden, in zwei Gruppen zerfallen: diejenigen, die augenscheinlich nicht 
verwenden und diejenigen, die mehr oder weniger schlecht verwenden. 
Dabei scheint das Nichtverwenden oder das Schlechtverwenden wenig- 
stens stammspezifisch zu sein: d.h. ein Stamm, der etwa ein zweifel- 
haftes Ergebnis bei der Priifung der Galaktoseveratmung ergibt, zeigt 
das gleiche zweifelhafte Ergebnis bei wiederholter Prifung. 

Wenn man die Nahrlésungen nach WicKERHAM und nach WICKERHAM 
u. Burton mit K. Lodderi beimpft, so ist nach zwei Tagen in den Rohr- 
chen, die N itrat, Glucose, Galaktose oder Saccharose enthalten, eine 
maBige Triibung feststellbar, wahrend in den Rohrchen mit Maltose oder 
Lactose augenscheinlich keinerlei Wachstum auftritt. Im Laufe von drei 
Wochen andert sich dieses Bild, indem die Triibung in den Réhrchen mit 
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Glucose oder Saccharose stiindig zunimmt, wahrend die Triibung in den 
Rohrchen mit Nitrat oder Galaktose nicht intensiver wird und in den 
Maltose oder Lactose enthaltenden Réhrchen auch weiterhin kein sicht- 
bares Wachstum erfolgt. Beide Staémme von K. Lodderi verhielten sich 
identisch. 

DaB wir trotzdem bei der Beschreibung von K. Lodderi die Assimilation 
von Nitrat und die Galaktoseveratmung als negativ angeben, geschieht, 
um keine Verwirrung zu stiften, weil sonst der Eindruck erweckt wer- 
den kénnte, daB K. Lodderi diese Substanzen zum Unterschied von 
anderen Kloeckera-Arten verwenden kénne, was aber nicht der Fall ist. 
So verhalten sich zum Beispiel unsere drei Stimme von K. apiculata 
Nitrat und Galaktose gegeniiber in ahnlicher Weise wie die beiden 
Stémme von K. Lodderi. Es gilt jedoch K. apiculata, wie tibrigens alle 
anderen bisher bekannt gewordenen Kloeckera-Arten, als unfahig, Nitrat 
und Galaktose zu verwenden. Nur im Rahmen einer Revision der ge- 
samten Gattung kénnte daher die taxonomische Verwertung dieser 
Phinomene in Betracht gezogen werden. 

Wie bereits angedeutet, findet man auch bei Hefen aus anderen 
Gattungen ahnliche Erscheinungen. So gelten z. B. sowohl Candida 
albicans als auch C. Castellanii als unfihig, Nitrat als einzige N- Quelle | 
zu verwenden. Doch weisen unsere sieben Stémme von C. albicans, ver-. 
glichen mit unseren zwei Stémmen von C. Castellanii, in der WICKERHAM- 
schen Nahrlosung fiir die Priifung der Nitratassimilation ein deutliches. 
Mehrwachstum auf. Unser Stamm von T'richosporon Behrendii weist | 
ein geringes Wachstum mit Lactose als einzige C- Quelle auf, wahrend | 
mit unserem Stamm von T'orulopsis Pintolopesii und mit den oben! 
erwihnten Stémmen von Kloeckera apiculata und K. Lodderi keinerlei| 
Wachstum erfolgt; alle vier Arten gelten aber als unfihig, Lactose zu} 
veratmen. 


Es handelt sich gewiB um Phinomene weitester Verbreitung bei den Mikro-. 
organismen. Schon bei den Hefen findet man bei der Alkoholgirung ahnliches, indem 
gewisse Zucker von gewissen Hefen nur zum geringsten Teil vergoren werden, und 
OrLa-JENSEN zum Beispiel erwihnt Ahnliches fiir die Milchsiuregirung durch 
Lactobacteriaceae. Man fragt sich, weshalb diese kaum angelaufenen metabolischea | 
Vorgiinge (wie Nitratreduktion, Galaktoseveratmung usw.) plotzlich in den Kinder-. 
schuhen stecken bleiben. Treten etwa Hemmstoffe auf, die gewisse Enzyme blockie-. 
ren? LiBt sich diese etwaige Hemmung unter geeigneten Bedingungen aufheben? 
Wir miissen uns zur Zeit auf den kurzen Bericht der erwihnten Beobachtungen be-. 
schrinken, wollen aber gerne eventuellen Interessenten reprasentative Hefestimme 
als Untersuchungsmaterial zur Verfiigung stellen. 


Nun zuriick zur K. Lodderi. Als asporogene Hefe mit bipolar sprossen- 
den, zum Teil citronenférmigen Zellen muB K. Lodderi der Gattung, 
Kloeckera Janke zugerechnet werden. Die alleinige Vergirung von 
Glucose hat K.Lodderi mit K. apiculata, K. africana und K. magna 
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gemein, doch unterscheiden sich diese drei Arten von K. Lodderi durch 
die Zuckerveratmung, indem keine nur Glucose und Saccharose veratmet. 
K. Lafarii, K. antillarum, K. javanica und K. Jensenii veratmen wie 
K. Lodderi nur Glucose und Saccharose, vergiren aber alle zum Unter- 
schied von K. Lodderi Saccharose. K. corticis endlich unterscheidet sich 
sowohl durch die Zuckerveratmung als auch durch die Vergirung von 
Maltose. 

K. Lodderi ist somit deutlich von den acht bisher beschriebenen 
Kloeckera-Arten verschieden; mit der nachfolgenden Umgrenzung sei sie 
ihren Gattungsgenossinnen angereiht. 


Kloeckera Lodderi sp. nov. 


Cellulae apiculatae vel ovoideae (1,7—3,3) x (2,6—6,6) . Sedimentum in medio 
liquido formatur. Fermentat dextrosum, non vero galactosum, saccharum, malto- 
sum, lactosum. Assimilat dextrosum et saccharum, non vero galactosum, maltosum, 
lactosum et alcohol aethylicum. Nitras kalii non assimilatur. Cultura in agaro cum 
dextroso et peptono et extracto levedinis post unum mensem sub 25° C. apparet 
flavido-alba, mollis, nitens et glabra. 

Zellen citronenférmig oder oval (1,7—3,3) x (2,6—6,6) uw. In fliissigen Nahr- 
medien bildet sich nur ein Bodensatz. d-Glucose wird vergoren, d-Galaktose, 
Saccharose, Maltose und Lactose jedoch nicht. d-Glucose und Saccharose werden 
veratmet, d-Galaktose, Maltose, Lactose und Athylalkohol jedoch nicht. Kalium- 
nitrat wird nicht verwendet. Die Strichkultur auf Sabouraud-Agar mit 0,5% Hefe- 
extrakt ist nach einem Monat bei 25° C cremefarbig, weich, glanzend und glatt. 


Als Typus dieser Art nehmen wir den aus Sauerteig isolierten Stamm. 
Er wird im ,,Departamento de Micologia“ des ,,Instituto Botaénico“ zu 
Lissabon unter der Nummer 2441 in Kultur gehalten. Eine Subkultur 
wurde bei der Hefeabteilung des ,,Centraalbureau voor Schimmel- 
cultures‘ zu Delft deponiert. 


Zusammenfassung. 


Fiir eine aus Sauerteig und von einer Raupe isolierte neue Hefeart wird 
der Name Kloeckera Lodderi vorgeschlagen. K. Lodderi hat ovale und 
citronenformige Zellen. Pseudomycel wird nicht gebildet. In flissigen 
Nahrmedien wird nur ein Bodensatz gebildet. Die Strichkultur ist 
cremefarbig, weich, glanzend und glatt. Nur d-Glucose wird vergoren. 
d-Glucose und Saccharose werden ausgiebig veratmet, wahrend d- 
Galaktose nur geringfiigig und Maltose, Lactose sowie Athylalkohol nicht 
veratmet werden. Mit Kaliumnitrat als einziger N- Quelle erfolgt maBiges 
Wachstum. In der Diskussion wird begriindet, warum die Verwendung 
von d-Galaktose und Kaliumnitrat durch K. Lodderi fiir die Beschreibung 
dieser Hefe als negativ bewertet wird. Beobachtungen der Verfasser 
zufolge zerfallen die Hefen, welche in der taxonomischen Literatur als 
unfihig gelten, gewisse Zuckerarten und Nitrat zu assimilieren, in zwei 
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Gruppen: Hefen denen diese Fahigkeit wirklich abgeht und Hefen, bei 
denen die begonnene Assimilation aus unbekannten Griinden frithzeitig 


zum Stillstand kommt. Beispiele werden gegeben. 
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Studies on the Cytology of Yeasts. 
X. Mitosis in the Riboflavin excreting Top Yeast Mutant. 
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With 28 figures in the text. 
(Hingegangen am 13. Mai 1953.) 


The literature on yeast cytology is characterised by radical diver- 
gences in views regarding the identification of the various organelles in 
a budding yeast cell (LinDEGREN, 1951, 1952; SuBRAMANIAM, 1952). 


At first sight it would appear as though these differences are irreconcilable, and 
one may well pose the question whether this is due to the cytological behaviour 
of yeasts being unique. To consider yeasts as exceptional in this respect, there 
should be clear evidence that orthodox methods of approach do not offer satis- 
factory answers. Remarkably enough such an approach to problems in yeast 
cytology has not been made by any school with the exception of that of Supra- 
MANIAM (1945, 1946, 1947a, b, 1948a; SuBRaAMANIAM and RANGANATHAN, 1945a,b; 
RANGANATHAN and SuBRAMANIAM, 1948, 1952; Duratswami and SUBRAMANIAM, 
1951; Royan and SupramaniamM, 1951, 1952; Durarswamt, 1953). 

Another factor which has added to the confusion in this field is the use of the 
terms “centrosomes” and “chromosomes” by different workers to refer to entirely 
different cell organelles. In some cases bodies so described (LINDEGREN, 1952) bear 
no similarity either in structure or in function to those identified as such in higher 
organisms. It is misleading to call a structure a “‘centrosome” when it does not 
play any role either in the formation or the orientation of the spindle in mitosis. 

Investigators familiar with the accepted definitions given in text books and 
monographs (Witson, 1904; SHarp, 1934; Dariineton, 1937; ScHRADER, 1946) 
would be surprised at the behaviour of the centrosome as described by LInDEGREN 
(1952): ‘At the first step in budding (Fig. 2d) the centrosome produces a small coni- 
cal process which forces its way through the cytoplasm and erupts into the new bud 
(Fig. 2e). The nuclear vacuole puts out a process which enters the bud (Fig. 2f) ; the 
end of this process expands into the bud vacuole. The bud vacuole finally receives 
the chromosome complex, after which the connection between the bud and the mo- 
ther vacuole is closed off”’ (p. 281). It is even more curious to note that all the above 
phenomena occur in the absence of any cytoplasm in the bud, When centrioles 
and centrosomes conforming to the definitions of such organelles in higher organisms 
have been recorded in yeasts (RANGANATHAN and SUBRAMANIAM, 1947), uncon- 
ventional use of such terms is liable to perpetuate the confusion. 

Apart from the misleading use of the terms having specific connotations, further 
somplication is introduced by claiming the presence in yeast of a new structure 
salled the ‘“‘centrochromatin” (LINnDEGREN, 1952) which has no counterpart in 
1igher organisms. In a recent review, Kapnan (1952) states: “In particular, it is 
10t yet certain whether the two or four Feulgen positive granules visible during cell 
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fission are centriols [LINDEGREN and RaFa.Kxo (168)] or chromosomes [DE La- 
MATER (65); SUBRAMANIAM et al. (84, 85, 277 )V? (p. 65). It would appear that cyto- 
logists familiar with the work on higher organisms would experience no difficulties 
in distinguishing a chromosome from a centrosome. a 
Yeasts could be cultured in solid or liquid media under varying conditions of 
aero- or anaerobiosis. Cells in various stages of budding could be observed in young 
as well as old cultures whatever the cultural conditions may be. Are the cytological 
phenomena in budding yeast cells identical irrespective of (1) the age of the culture, 
(2) the nature of the nutrient medium or (3) the availability of oxygen? Without 
offering any answer to the above questions, attempts have been made, on the one 
hand, to belittle all work on yeast cytology (W1NGE, 1951a, b), and on the other, 
to present a generalised diagram of the structures in an yeast cell (LINDEGREN, 
1952). In the absence of an extensive survey of the cytological pictures observed 
during budding in cultures of varying ages and under differing environmental 
conditions, neither appears justified. The lack of an organised attack on the prob- 
lem has led to presentation by one school of progressively differing opinions in 
a succession of papers (LINDEGREN, 1945a, b, 1949, 1952; LinpEGREN and LINDE- 
GREN, 1946; LinpEGREN and RaFraLKko, 1950). ; 


a) Problems in Yeast Cytology. 


Since budding takes place under a variety of physiological conditions it is too 
much to expect that the nucleus would behave in an identical manner in all these 
cases. In this connection attention may be drawn to the suggestions that fermenting 
yeast cells are comparable in their behaviour to the secretory tissue cells of higher 
animals (GUILLIERMOND, 1920) and that differentiation in a yeast colony ‘‘analo- 
gous to differentiation of the cells of higher organisms into tissues and organs” 
may possibly occur (PUNKARI and Henrict, 1933, p. 127). At the time these sug- 
gestions were put forward, not much was known as to the cytological changes 
accompanying differentiation in higher organisms. 

The present position in yeast cytology naturally provokes a comparison with 
what was a somewhat similar situation in higher plants and animals until very 
recently. Hertwia’s law of the constancy of the chromosome numbers in species 
had taken such deep roots that any exceptional finding was brushed away as un- 
important. Huskrns (1952) observes: “There were many factors involved in the 
gradual consolidation of the law of constancy of chromosome numbers. NiMEc in 
1904 and 1910 had discovered tetraploid nuclei in chloralized roots, but Srras- 
BURGER (1907) was convinced that they could not persist and therefore were of 
no significance. He even explained away as obviously due to some ‘disturbing in- 
fluences, such as wounding by small animals etc.,’ his own discovery of rows of 
tetraploid cells in control roots. Of this WINKLER (1916) wrote (trans.): ‘This 1 
remark of STRASBURGER is extraordinarily characteristic. It shows that the con- 
viction that in normal somatic tissues only diploid cells could occur has become a 
dogma under the influence of which the best plant cytologist comes at once to the 
opinion that the occurrence of tetraploid cells found. therein must be pathological 
without even considering any other possibilities’’’ (p. 13). 

However, as a result of recent investigations it is slowly becoming apparent 
that not all nuclei of the cells of an organism contain the same number of chromo: 
somes. Many of the differentiated cells in an adult animal are polyploid, containing 
different multiples of the basic chromosome number. As WurreE (1951) so perti 
nently observes, the phenomenon of endopolyploidy accompanying tissue differen. 


tiation “passed unnoticed so long as cytologists only counted the chromosome: 
of cells in mitosis’ (p. 208). 
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Are there in yeasts phenomena analogous to tissue differentiation in higher 
plants and animals? If so, are such changes accompanied by comparable cytological 
characteristics? That such questions have an immediate relevance to problems 
in yeast cytology and as such demand attention has not even been realised by 
some of the workers in this field (Wrnaz, 1951; Lrerz, 19511; LinpEGRrEN, 1952). 
While in the case of higher organisms it had been tacitly assumed until recently 
that every tissue of an animal irrespective of its structure and function would be 
made up of cells having the identical number of chromosomes, in regard to yeasts 
the assumption that the physiological conditions of culture cannot have any effect 
on the cytological behaviour of the organism appears to be prevalent. Normal 
mitosis has been observed only by a few (FunrMann, 1906; Bapran, 1937; SupRa- 
MANIAM, 1946; RaNcaNnaTHaNn and SuBrRAMaNtAM, 1948; Royan and SuBRAMA- 
ntaM, 1951; Duraiswamt, 1953). The others have investigated only the cytology 
of fermenting yeast cells (LEvAN, 1947) or of samples of varying ages from wort 
cultures (NacEL, 1946; Linpegren and RaraLKo, 1950) or agar slants or giant 
colonies. In fact, most of these latter publications, particularly those giving un- 
orthodox interpretations (WINGE, 1951; LinDEGREN, 1952) give no details at all 
either as to the age of the material studied or of the cultural conditions employed. 

The real problem in yeast cytology is, therefore, the discovery of the optimal 
conditions under which normal mitosis occurs in order that these may be used as the 
“standard” to evaluate the cytological changes undergone by the cells in different 
environments. Such difficulties are not encountered in higher organisms because it 
is only the “embryonic” or ‘‘meristematic’’ cell that divides while those in adult 
differentiated tissues divide but rarely, if at all. 


b) A planned Programme of Work. 


The question naturally arises as to the physiological conditions under 
which budding yeast cells are strictly comparable to the “meristematic” 
or “embryonic” cells of higher organisms. Normal mitosis of the nucleus 
with a basic chromosome number is exhibited by yeast when cultured 
in a medium undergoing active aeration (SUBRAMANIAM, 1946; Ranaa- 
NATHAN and SUBRAMANIAM, 1948; DuRAIswamrI and SUBRAMANIAM, 
1951). It has to be presumed, therefore, that only material proliferating 
actively in vigorously aerated cultures would stand comparison with 
the pluripotent embryonic cells. Using this as the “‘standard”’ the com- 
plex cytological pictures observed in budding cells from fermenting 
cultures, agar slants and giant colonies were interpreted as the neces- 
sary concomitant of endopolyploidy. Endopolyploid nuclei when stimu- 
lated to divide show various types of abnormalities. The chromosomes 
often lie scattered in the cytoplasm, their segregation to the mother and 
bud is not equal and frequently more than two nuclei are reconstituted. 
There is also a peculiar type of “somatic reduction” resulting in the 
formation of a bud with the normal complement of chromosomes (PRAH- 
LADA Rao and SUBRAMANIAM, 1952). 


1 Dr. Lirtz’s results will be critically reviewed in a forthcoming publication from 
this laboratory incorporating our own results on some species of Zygosaccharo- 
myces. 
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The significance of the above observations, though repeatedly empha- 
sised, does not appear to have been grasped by other workers (WINGE, 
1951a, b; LinDEGREN, 1952). Mitotically dividing nuclei are entirely 
different in structure and behaviour from endopolyploid ones which 
exhibit varying types of abnormality. SuBRamaNzaM (1946) identified 
chromosomes in yeast and described the phenomena of normal mitosis 
occurring in cells actively proliferating under aerobic conditions only 
on the basis of a close comparison with what occurs in meristematic 
tissue cells of higher plants. It was only subsequently that an inter- 
pretation was given of the complex pictures seen in cells from various 
other sources e. g. a fermenting culture (SUBRAMANIAM, 1947b, 1948b) 
or an agar slant (PRAHLADA Rao and SuBRAMANIAM, 1953). It will thus 
be apparent that the complicating factor in cytological investigations 
on yeasts is the widespread occurrence of endopolyploidy under a 
variety of physiological conditions. 

Granting that yeast cytologists may not be aware of the recent ad- 
vances in our knowledge of the behaviour of the nucleus during tissue 
differentiation (HuskINs, 1952) or that they are unable to accept the 
existence of similar phenomena in yeasts, it was thought that critical 
proof for the occurrence of mitosis in yeasts could be offered from two 
entirely different angles. Our control two chromosome yeast, BY 1, is 
capable of utilising maltose along both the aerobic and anaerobic path- 
ways. To ferment galactose, however, it requires a period of adaptation. 
Based on this characteristic a technique has already been devised for 
the study of normal mitosis avoiding almost completely the occurrence 
of endopolyploid cells (DURAIswaMI and SUBRAMANIAM, 1951; DuRalts- 
WAMI, 1953). 

The second method of approach is based on the fact that certain 
_ yeasts are capable of using some sugars only through the aerobic path- 
way, being totally unable to ferment them. In our yeast culture collection 
there are several strains which besides being exclusively aerobic also 
excrete into the culture medium appreciable quantities of riboflavin. 
Most of these strains are derived from our control two chromosome 
brewery yeast, BY 1, but differ from it radically in their physiology. 
Unlike the control they are incapable of fermenting any of the sugars, 
and it appears that their ability to excrete riboflavin may be a direct 
consequence (Mirra, 1952a). A detailed study of BY 2, one of these 
strains, was, therefore taken up in the belief that cytological investiga- 
tion of a completely aerobic yeast may offer a better insight into pro- 
blems in yeast cytology. The inequality in the size of the two chromo- 
somes in this strain (SUBRAMANIAM and RANGANATHAN, 1946) has 
rendered possible the presentation of critical evidence not only for the 
existence of the orderly phenomenon of mitosis in yeast (RoyAN and 
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SUBRAMANIAM, 1951) but also for the spontaneous occurrence of tetra- 
ploidy (Royan and Supramantam, 1952). Extensive investigations on 
the physiological characteristics of this mutant yeast have already been 
made (PREMA Bar, 1947; Mrrra, 1949, 1950, 1952a). 


Technique. 


The method of handling the top yeast for cytological study had to be different 
from that employed as a routine in this laboratory. Unlike the control yeast, 
this mutant has a tendency to be pseudomycelial. The following typical cell measure- 
ments give an idea of the variations in size and shape that this yeast under- 
goes: 


mnctheoicelm iy . . . . 17.0 13.6 18.6 85 68 51 5.1 2.6 
Meccano collins. 9.043543 34:34 26 3.4. 26 2.6 


Considerable difficulties were experienced in obtaining smears one cell layer thick. 
This was due to the pseudomycelial nature of the strain. To obviate this difficulty, 
the growing culture was shaken in an automatic rocker (Mrrra, 1952b) for a 
period of three hours. 

The modified procedure finally adopted for culturing the yeast was as follows: 
Bacteriological test tubes containing 5 ml. aliquots of malt wort of sp. gr. 1.02 and 
pu 4.6—4.8 were inoculated with a loop of material from a 24 hours old liquid 
culture and incubated at 31° C. After the lapse of 20 hours, the tubes were centri- 
fuged, and the spent medium was poured out without disturbing the yeast settled 
at the bottom. After addition of 5 ml. of fresh wort and thorough shaking the 
contents were transferred to special rocker tubes (Mirra, 1952b) which were then 
mounted on the automatic shaker. At the end of three hours of shaking successive 
tubes were removed at five minutes’ intervals. The yeast was separated from the 
medium by centrifugation, and the material so obtained was used for smearing. 
Being a top yeast, growth of the organism is limited to the surface of the medium, 
and centrifugation was therefore necessary at every step in order to avoid loss of 
the crop. Five slides were smeared at the end of every five minutes and this was 
continued for one hour. The smears were fixed in Carnoy’s fluid for one hour and 
stained with HErpENHAIN’s haematoxylin using the long method. In finished pre- 
parations the cells had a slightly shrunken appearance. Further, difficulties were 
encountered during differentiation owing to the small size of the cells. 

Correct fixation, quite apart from the method of staining adopted, is a vital 
factor in cytological investigations. The differing descriptions of the ‘centro- 
chromatin’ in successive publications (LinpEGREN, 1951, 1952) have now been 
admitted to be the results of vagaries in fixation (LINDEGREN, 1952). SuBRa- 
MANIAM investigated extensively the problem of a suitable fixative for use with 
yeasts and found that osmium tetroxide vapour gave the most satisfactory answer. 
This fixative has long been known to give perfect results (DARLINGTON and La 
Cour, 1950 p. 36) because the proteins are not precipitated. BRETSCHNEIDER (1952) 
from his investigations on the influence of fixation on the ultra-structure of cell 
organelles concludes: “The highest degree of coagulation was found to be produced 
only by mixtures of formalin and osmium tetroxide preferably in combination 
with chromic acid, or potassium dichromate (p. 313).”” The material fixed in this 
manner, according to him, differs very little from its natural state under living 
conditions. It is also to be noted that fixation with OsO, vapour has been one of 
the most popular methods employed for the demonstration of “‘nucleoids” in 
bacteria (RoBINow, 1951). 
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Since fixation in Carnoy followed by staining with haematoxylin was found to 
be unsuitable for this material, reliance was placed on smears fixed in OsO, vapour 
and stained by the Fruncen technique. Experiments revealed that the time 
schedule given by SUBRAMANIAM (1948a) for fixation as well as for the hydrolysis 
prior to staining was ideally suited for this material also. The intensity of staining 
could be improved by keeping the hydrolysed smears in the stain for a period of 
forty-eight hours. 


Observations. 


A glance at the photomicrographs would indicate that the mitotic 
behaviour of BY 2 bears a very close resemblance to that of the control, 
BY I, as illustrated in the pictographic summaries of SUBRAMANIAM 
(1946) and Duratswami (1953). This is hardly surprising in view of 
the fact that though derived from the control as a translocation mutant, 
this strain is still a diploid. Photo 1 shows three cells A, B and C in the 
early prophase stage, the nucleus in each case being composed of a 
Feulgen positive chromatin grain surrounded by a halo-like clear area. 
The chromatin particles in the three cells are of different sizes. In cell B, 
(Fig. 1)! it is rather small, while the ones in A, and C (Fig. 2) are almost 
double the size. The larger grains show in certain planes of observation 
a slightly chromophobic interior the reality of whose existence it is 
rather difficult to assess. 

In the field illustrated as Photo 2, three stages in the ‘division’ or 
‘separation’ of the initial chromatin mass into the two unequal early: 
metaphase chromosomes could be seen. In cell D (Fig. 3), the constrie- 
tion makes the chromatin mass appear like a dumb-bell shaped body. 
The ‘separation’ is apparently into two bodies of equal sizes. In cell E 
(Photo 2, Fig. 4), however, even though the constriction has not been: 
followed by actual separation, the division is quite clearly unequal. If the: 
stage in cell D is considered to be an early condition, it will then have 
to be presumed that before actual separation one of the bodies under- 
goes a differential contraction making the complement an unequal. 
pair as incell F. 

The initial appearance of the nucleus as a clear area containing a 
central chromatin grain and the later ‘division’ or ‘separation’ of the: 
latter to give rise to the two unequal early metaphase chromosomes have: 
no exact parallel in the behaviour of the nucleus at these stages in the 
case of higher plants and animals. But, as will be shown in the discussion,. 
a rational interpretation is possible if it is postulated that the initial 
chromatin grain is itself the result of a somatic synapsis during the telo- 
phase of the preceding division. 

The typical pro-metaphase condition following the separation of the 
initial chromatin mass into the pair of unequal chromosomes is illustrated 


* Figures | to 27 were traced from enlargements taken at different magnifications. 
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in cellG in Photo 3 (Fig. 5). The difference in size of the two chromo- 
somes is obvious. Even at this stage the cell is found to have developed 
already a bud of considerable size. Photo 3 also exemplifies the fact 
that a single field may contain cells in several stages of the mitotic 
eycle. Cell H is in the prophase condition while in cell J (Fig. 6) each 
of the two chromosomes appears dumb-bell shaped. The two lightly 
stained particles lying at the periphery of the cell J are artifacts, being 
extraneous matter stained with light green. 

A similar stage without any artifacts is illustrated by Photo 4 (Fig. 7). 
The two chromosomes appear constricted but the difference in size 
is not quite apparent. This stage in which the two chromosomes 
present a dumb-bell shaped condition may be identified as the full meta- 
phase. The synchronous appearance of the constriction in the two 
chromosomes which thus converts them into two pairs of chromatids 
is not followed by a similar simultaneous separation into daughter 
chromosomes to constitute the early anaphase. In Photo 5 (Fig. 8), the 
two chromatids of the small chromosome have separated giving rise 
to two small daughter chromosomes, while the chromatids of the 
big chromosomes still retain their association. It appears, therefore, 
that there may be a time lag in the separation of the constituent chroma- 
tids of the two chromosomes. The linear arrangement of the chromatids 
is seen in Photo 6 (Fig. 9). It is interesting to note that in this cell the 
members constituting a pair are identical in size. 

Attention may be drawn to a very significant difference in the mode 
of constitution of the pro-metaphase and the full metaphase. The 
‘division’ of the early prophase chromatin grain gives ultimately rise 
to the unequal pair of chromosomes seen in pro-metaphase (G in Photo 3; 
Fig. 5). Splitting of the chromosomes during full metaphase, however, 
involves exact replication of each of the two unequal chromosomes 
(cell J in Photo 3; Photos 5 and 6; Figs. 8 and 9). The bigger chromo- 
some in the unequally sized pair divides into two chromatids of identical 
size which in anaphase become the pair of bigger chromosomes. A simi- 
lar behaviour is also exhibited by the smaller chromosome. In other 
words, as is to be expected in the division of a nucleus by mitosis, 
chromosome reproduction results in the production of exact copies. 

In early anaphase, therefore, the two unequal pairs have a charac- 
teristic disposition as is illustrated in Photo 3, cell J (Fig. 10). This 
orientation could be easily derived from the arrangement of the dumb- 
bell shaped chromosomes in cell J (Fig. 6) and in Photo5 (Fig. 8). 
Variations of the arrangement of chromosomes in anaphase are capable 
of being correlated with the types of orientation assumed by the meta- 
phase chromosomes. It is most likely that the very small width of the 
cell in relation to its length, as well as the different orientations which 
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Description of photomicrographs. 


1. Karly prophase. Cell B (6.1 ~) — Initial appearance of the chromatin grain. Note the in- 
crease in size of the chromatin grain in cells A and C (5.3 4). — 2. Mid-prophase. D (5.3 uw) — 
Separation of the chromatin mass into two equal sized bodies. E (5.7 w) — Differential contraction 
making the complement an unequal pair. F (11.4 “) — Pro-metaphase; a sequel to stage in ZB. — 
3. G (8 uw) Pro-metaphase; the difference in the size of the chromosomes is distinct. H (6.6 4) — 
Karly prophase. 7 (6.6 ~) — Full metaphase; exact replication of each chromosome. J (5.3 “) — 
Early anaphase; the arrangement of the four daughter chromosomes could be derived from J and 
Photo 5, — 4. Full metaphase (7 4). — 5. Meta-anaphase (6.1 “). Lack of synchronisation of chroma: 
tid separation. The two small chromosomes are lying apart while the chromatids of the large 
chromosome retain their association. — 6. Full metaphase (5.3 “). The members constituting a 
pair are identical in size. ~ 7, Karly anaphase (8 «). — 8. Post anaphase (7.9 ~). Synapsis of the 
unequal pair of chromosomes lying near the bud. The second daughter nucleus will be formed by 
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the cells assume as a result of smearing, are the two factors responsible 
for the varying dispositions assumed by the chromosomes in anaphase. 

A cross-like arrangement of the chromosomes in early anaphase 
(Photo 7; Fig. 11) is obtained when the planes in which the two meta- 


14 


Description of figures in the text. 


phase chromosomes divide are at right angles, and when the separations 
of the daughter chromosomes are not synchronous. A peculiar feature 
of this cell is that it possesses two horn-like projections suggestive of 


the fusion of the other pair. — 9. Post anaphase (5.3 «). A reconstituted nucleus is seen at the free 
end of the cell. The unequal pair near the bud is just synapsing. — 10. Post anaphase stage (5.3 i). 
— 11. Telophase (5.3 ~). Simultaneous formation of two daughter nuclei. — (Numbers within 


brackets denote the longest diameter.) 
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12. Telophase. K — Synchronisation of the telophasic changes in the mother (7 #) and bud 
(8.8 «). M — Such a synchronisation is lacking; the nucleus in the mother cell (8.8 j) has lapsed 
into the resting condition. The bud (8.8 ) shows a reconstituted nucleus. — 13. The chromosomes 
in the mother cell (3.5 ~) are in the process of fusion, while those in the bud (5.3 w) are still dis- 
crete. — 14. A sequel to stage in Photo 13. Chromosome fusion completed in mother cell (3.5 /). 
— 15. N — Post anaphase — The resting nucleus in the mother cell (5.3 «) shows no positive 
FERULGEN reaction. The chromosomes are still discrete in the bud (6.6 “). L — Resting stage. 
Mother cell (4.4 “); bud (5.3 ~). — 16. The synapsing pair of chromosomes in the bud (3.5 «) be- 
longs to the previous division. The mother cell (2.5 4) is at post anaphase stage. One pair of chro- 
mosomes has synapsed while the other unequal pair is yet to do so. — 17. Early anaphase of a 
spontaneously occurring tetraploid (5.1 «). The difference in the size of the chromosomes is not 
apparent in the lower quartet. — 18. Post anaphase of a tetraploid. One set of daughter chromo 
somes still exhibiting marked size differences has moved into the bud (9.1 «). The telophasic change 
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the possibility of two buds developing simultaneously. If such be the 
case, an extra division of one of the chromosome complements would 
be necessary if the proper chromosome number of the organism is to be 


maintained. Reference to the pictographic summary (Fig. 28) would give 
an idea of the derivation of the anaphase illustrated in this photograph. 

The cell in Photo 8 (Fig. 12) is illustrative of the characteristic ine- 
quality in the size of the constituent chromosomes in the two pairs and 
also offers a basis for the notion that reconstitution of a nucleus in 
are just commencing in the mother cell (9.6 ~). — 19. Post anaphase of a tetraploid. Four chromo- 
somes are seen at the free end of the cell (5.1 ). The nucleus reconstituted from the other group 
is lying near the bud (3.4 ~). — 20. Post anaphase of a tetraploid. Mother cell (3.1 ); bud (8.8 4). 
— 21. Post anaphase of a tetraploid. An extreme condition where the bud (6.6 4) has four chromo- 


somes while the nucleus in the mother cell (7.9 «) is in the resting condition. — (Numbers within 
brackets denote the longest diameter.) 
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telophase is by synapsis of the two chromosomes. The unequal pair of 
chromosomes lying at the free end of the cell are yet to synapse as a 
prelude to constituting the second daughter nucleus. It appears likely 
that the nucleus in the process of reconstitution near the bud end of 
the cell would finally migrate into the bud. A slightly more advanced 
stage is presented as Photo 9 (Fig. 13). One pair of chromosomes has 
already synapsed, giving rise to the characteristic reconstituted nucleus 
consisting of the chromatin mass surrounded by the halo-like hyaline 
region. The other pair, lying near the bud is undergoing synapsis as a 
prelude to forming the nucleus. The absence of any synchronisation in 
the telophasic reconstitution of the nuclei from the two pairs of chromo- 
somes is further illustrated by the cell in Photo 10 (Fig. 14), whereas 
Photo 11 (Fig. 15) serves to show that there is sometimes simultaneous 
formation of the two nuclei. Photo 11 could therefore be taken as an 
example of the conventional telophase. 

It is very difficult to decide whether the nuclear configuration in K 
in Photo 12 (Fig. 16) is the result of the migration of one of the two 
nuclei reconstituted simultaneously during a conventional telophase or 
whether the bud actually received only a pair of chromosomes which 
subsequently synapsed synchronously with the pair in the mother cell. 
The sequel to the above stage is illustrated by L in Photo 15 (Fig. 21), 
where the mother cell as well as the bud have entered the resting or 
interkinetic condition in as much as they are devoid of any Feulgen 
positive organelles. 

Synchronisation of the telophasic changes at the end of anaphase, as 
described above, is, however, a rare phenomenon. Usually wide varia- 
tions in the onset of these alterations appears to be the rule. Such 
behaviour is exemplified in M in Photo 12 (Fig. 17) and in Photos 13, 
14, and in N in Photo 15. While the two chromosomes in the mother 
cell in Photo 13 (Fig. 18) are in the process of synapsis, the pair in 
the bud are still discrete. The sequel to this situation is seen in 
Photo 14 (Fig. 19) where fusion of the two chromosomes has been com- 
pleted in the mother cell, the pair in the bud continuing to lie apart. 
These latter maintain the inequality in size as in early anaphase. The 
extreme condition is seen in Photo 15 (NV; Fig. 20) in which the mother 
cell already indicates through the absence of any Feulgen positive 
structure its entry into the resting stage. The bud still retains two 
discrete chromosomes. What is presumably the next step is illustrated 
as M in Photo 12 (Fig. 17), the bud having a reconstituted nucleus, 
whereas the mother cell is bereft of any stained structures. 

The presence of two chromosomes in the bud (Photo 16; Fig 22) 
which appear to be undergoing synapsis as a prelude to reconstituting 
the nucleus, and of a pair of discrete chromosomes of unequal size as 
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well as a dumb-bell shaped, elongate body in the mother cell is apt 


to be misleading at first sight. However, in attempting to understand 
the significance of this configuration, it should be borne in mind that (1) 
in this organism cell divisions occur in quick succession and (2) the 
timing of the telophase changes shows wide disparity. It would appear, 
therefore, that even before the Feulgen-positive material in the bud has 
undergone reorganisation into a nucleus, an additional mitosis has oc- 
curred in the mother cell. That the arrangement seen in the latter is 
not representative of meta-anaphase would be evident from the fact 
that in metaphase the big chromosome always produces only its own 
replica (cf. Photos 5 and 6; Figs. 8 and 9) and not the small one. The 
presence of a discrete pair of unequal chromosomes in addition to the 
dumb-bell shaped body can only mean that anaphase is already over, 
and that of the resultant two pairs of unequal chromosomes one is 
undergoing synapsis, while the other has not yet started this process. 
This abnormal nuclear condition would presumably be remedied by the 
production of another bud by the mother cell, soon after the one already 
in existence separates from it. That such a possibility is not far fetched 
becomes evident on perusal of Photo 7 (Fig. 11) which pictures a cell 
with two horn-like buds projecting out of it. 

The occurrence of such precocious anaphases could be made the 
starting point for a description of the phenomenon of spontaneous tetra- 
ploidy already reported by Royan and SUBRAMANIAM (1952). On the 
basis of extensive investigations on the effect of polyploidogenic agents 
on the control BY 1 (SuBRamMantrAM, 1945, 1947a; SUBRAMANIAM and 
KRISHNAMURTHY, 1949; RANGANATHAN and SUBRAMANIAM, 1950; 
RANGANATHAN, 1950; Mitra and SUBRAMANIAM, 1950; SUBRAMANIAM 
and SREEPATHI Rao, 1952) it was suggested that for the isolation of a 
stable tetraploid there should not only be a doubling of the chromosome 
number, but that a gene mutation stabilising the doubled chromosome 
complement and enabling it to function harmoniously should also occur. 
Spontaneous tetraploidy has been observed in the control diploid brew- 
ery yeast also (DURAISWAMI, 1953). Whether such chromosome doubling 
yields a stable tetraploid depends on the occurrence of the stabilis- 
ing mechanism. It was argued that the mother cell in Photo 16 (Fig. 22) 
would revert to the diploid condition by putting forth another bud, 
thus enabling the extra chromosomal complement to move into it. The 


alternative of a cell type with two pairs of chomosomes of unequal 
‘size can occur only if the above mentioned gene mutation comes to pass. 


Critical cytological evidence for spontaneous doubling of the chro- 
mosome number can only be an anaphase. The eight daughter chromo- 
somes arranged in two groups in the cell in Photo 17 (Fig. 23) indicating, 


as they do, an early anaphase stage, offer such a proof. When a somatic 
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doubling takes place in this diploid top yeast, the four chromosomes 
should form two unequal pairs. If each of these produces its replica, 
then at early anaphase the segregation would result in two groups, each 
composed of two pairs of unequal daughter chromosomes. This size 
difference is apparent in the upper group, though in the lower one all 
the chromosomes have nearly the same size. 

As in the diploid, in the tetraploid so also, one set of daughter chromo- 
somes (Photo 18, Fig. 24) may move into the bud even before the 
changes characteristic of telophase are initiated. The orientation of the 
chromosome complements in the mother cell and the bud appears to be 
the culmination of the anaphase movement in the tetraploid. While the 
four chromosomes in the bud, two big and two small, still retain their 
individuality, in the mother cell one of the two pairs of unequal chromo- 
somes has already begun synapsis, the location of the constriction in 
the dumb-bell shaped body still serving to underline the size difference 
of the two bodies (Photo 18). The situation illustrated in Photo 20 
(Fig. 25) appears to be the sequel to what is found in Photo 18. The 
Feulgen positive elements have already resolved themselves into a 
nucleus in the mother cell, while in the bud one pair of unequal chromo- 
somes are synapsing, the other pair still maintaining discreteness. Even 
here the difference in the size of the synapsing chromosomes is quite 
apparent. 

The configuration of the chromatin elements in the mother cell in 
Photo 19 (Fig. 26) could be derived from the disposition and relative 
sizes of the chromosomes in the two groups observed in the cell illu- 
strated by Photo 17 (Fig. 23). With the end of anaphase the chromosomes 
oftens well slightly. In the case of the top yeast which has unequal 
chromosomes, this leads to a loss of the size differences so that they be- 
come indistinguishable. Usually such a process precedes the onset of 
synapsis in telophase. It is therefore concluded that the group of equally 
sized chromosomes lying towards the base of the cell is on the road to 
synapsis. Completion of synapsis would next lead to the presence of four 
chromosomes towards the upper part of the cell, the lower region con- 
taining a single reconstituted nucleus. This is what is seen in the mother 
cell in Photo 19. The reconstituted nucleus would most probably move into 
the bud. The four chromosomes at the base of the mother cell, which 
already appear to have lost their size differences would provide the 
nucleus after synapsis. 

Photo 21 (Fig. 27) is illustrative of a situation in tetraploid division 
which is analogous to what is known in the diplcid (cf. N in Photo 15). 
While the mother cell has gone completely into the resting condition, 
the bud still shows four discrete chromosomes. Apparently movement 
of these bodies commenced very late with the result that by the time 
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the bud received them, the chromosome complement of the mother cell 
had completed the telophase. Photomicrographs 17—21 would there- 
fore offer sufficient justification for the claim that periodically a few 
tetraploids spontaneously originate in a purely diploid culture and that 
these tetraploids show the same characteristic features during mitosis 
as the diploids. 

Discussion. 

From the observations recorded in this paper, it would be apparent 
that the fundamental premise on the basis of which this investigation 
was undertaken, has found ample justification. Being a purely aerobic 
organism capable of utilising the maltose in the wort only for purposes 
of growth, the yeast strain BY 2, has enabled a study of its cytology 
under relatively easy conditions of handling without any complicating 
pictures. It is interesting to note that like the control diploid, this mutant 
top yeast also has shown remarkable stability in its chromosome con- 
stitution for the past seven years (SUBRAMANIAM and RANGANATHAN, 
1946; Royan and SuBRAMANIAM, 1951). 

The effect of different methods of fixation and staining on the mor- 
phology of the chromosomes in yeast has already been. discussed (Su- 
BRAMANIAM, 1951; DurRatswamt, 1953). The chromosomes which appear 
slightly rod-shaped when fixed in Carnoy and stained with haematoxylin 
(SUBRAMANIAM, 1946; RANGANATHAN and SUBRAMANIAM, 1948), assume 
a spherical shape on staining by the Feulgen technique after fixation in 
OsO, vapour. Use of the latter fixative however, produces the least distor- 
tion. Whatever the minor alterations effected by the fixatives, they do 
not influence the characteristic movement of the chromosomes in mitosis. 

That there is a basic pattern of behaviour of the chromosomes of 
yeasts during mitosis would be apparent on a comparison of the photo- 
micrographs with those already presented by Duratswami (1953). A 
positive Feulgen reaction in the nucleus is elicited only when it changes 
from the resting condition and starts on the mitotic cycle. The ultimate 
size attained by the chromatin grain in prophase is virtually identical 
with that of the Feulgen positive mass of the reconstituted nucleus at 
telophase. The apparent division of this chromatin mass into a dumb- 
bell shaped body constitutes the mid prophase. Though the initial con- 
striction effects only a separation into two bodies of equal size, the 
fact that there is a marked difference in size of the resultant pro-meta- 
phase chromosomes suggests that there is a differential contraction of 
the two chromosomes during late prophase. It is of course well known 
that in higher organisms “‘the contraction of the chromosomes reaches 
its maximum at the last stages of prophase” (DaRLincToN, 1937, p. 25). 

During metaphase the chromosomes are seen to reproduce themselves 
leading to the formation of replicas (Photos 5 and 6; Figs. 8 and. 9). 
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The repulsion between the two groups of daughter chromosomes and 
the consequent movement of the complements to the poles denotes 
the anaphase. In yeast possessing an identical pair of chromosomes it 
is easy to demonstrate that each produces its replica, but difficult to 
offer convincing proof that the complement passing on to the bud is 
constituted by the products of division of each one of the two daughter 
chromosomes, such that mother cell and bud have the identical chromo- 
some make up at the end of the cycle. It is in this context, that a study 
of the mitotic behaviour of the top yeast, BY 2, possessing as it does 
a pair of unequal chromosomes, assumes great significance. This material 
is ideally suited for a demonstration that each of the chromosomes 
divides once and that the mother cell and bud do not differ in regard 
to their chromosomal complements which are identical, because it is 
possible to show that after anaphase the mother cell and the bud get 
only an unequal pair of chromosomes each. 

The reconstitution of the nucleus in telophase is by an exact reversal 
of the stages leading to the metaphase. The formation of a single chro- 
matin mass during this stage could be attributed to two factors viz. 
somatic pairing followed by somatic synapsis. Evidence for the possible 
existence of somatic synapsis have already been presented and discussed 
by other workers from this laboratory (RANGANATHAN and SUBRAMA- 
nrAM, 1948; DuRAISwAMI, 1953). The photomicrographs accompanying 
this paper provide sufficient critical proof for the occurrence of somatic 
synapsis. A perusal of Photos 8, 9, 13 and 16 would show how during 
telophase the two unequal chromosomes undergoing active somatic 
pairing at the end of anaphase, synapse to give rise to the characteristic 
single chromatin mass of the reconstituted nucleus. All that occurs in 
the succeeding prophase therefore, is merely the separation of the two 
unequal chromosomes from the synapsed mass of chromatin. This ex- 
plains the peculiar configuration seen in cells in early prophase, which 
apparently resembles a process of division. The appearance of a con- 
striction and the later separation of the chromosomes to constitute the 
characteristic pro-metaphase indicate therefore, a loss of the synaptic 
force followed by loss of active pairing. Somatic pairing is resumed 
once more only after the first movements in anaphase are over. During 
telophase of course the chromosomes once again undergo active synapsis 
leading to the formation of a characteristic nucleus (Photo 11; K in 
Photo 12; Figs. 15 and 16) composed of a chromophobic interior, a 
chromophilic cortex and a hyaline area on the outside. The last men- 
tioned completely delimits the nucleus from the cytoplasm. 

From what has been detailed above, it would be apparent that though 
the top yeast shows all the main features of mitosis described in the 
case of higher organisms, there are certain important deviations from 
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the conventional process. These departures have been interpreted as due 
to the existence in yeasts during normal mitosis of the phenomena of 
somatic pairing and somatic synapsis. The evidence available for such 
a postulate has been derived from a number of different strains worked 
out in this laboratory (SUBRAMANIAM, 1946; RANGANATHAN and Sv- 
BRAMANIAM, 1948; DurRaiswamt, 1953). The curious fact is that even 
the rarely occurring spontaneous tetraploids illustrated in this paper 


pei rE ons 


Fig. 28. Pictographie summary of mitosis in the riboflavin excreting Top Yeast Mutant. 


exhibit these phenomena. It is therefore apparent that there is con- 
siderable justification for the belief that somatic pairing and synapsis 
are of common occurrence in yeasts. 

The occurrence of spontaneous tetraploid cells (Photos 17—21; 
Figs. 23—27) in the culture of BY 2, a diploid, confirms earlier obser- 
vations of a similar nature from this laboratory. In view of the rarity of 
this spontaneous doubling of the chromosome number, it has not been 
possible till now to obtain cells in a connected series of stages, nor were 
critical pictures of an early anaphase available. Photo 20 (Fig. 25) is a 
stage comparable to that récorded by Duratswami (Photo 29; 1953) 
and illustrates the ‘‘post-anaphase’’ condition of the tetraploid. The four 


. 
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chromosomes of the mother cell have already reconstituted a nucleus. 
Those in the bud are still discrete. Of these two are synapsing, indicating 
that the forces responsible for the telophasic changes have commenced 
operating. Comparison of the nuclei formed in the diploid and the tetra- 
ploid cells shows no difference in their sizes. This is contrary to the 
general belief that the size of a nucleus bears a relation to its chromo- 
some number. However even among higher organisms there are many well- 
known exceptions. DARLINGTON (1937) remarks: ‘“‘Special genetic con- 
ditions may affect the relation of the bulk of the chromosomes to that of the 
nucleus, for in the male bee with half the number of chromosomes of 
the female, the nuclei are of similar size in corresponding cells’’ (p. 20). 
The basis for an assessment of the difference in nuclear size is measure- 
ments made on resting nuclei. In yeast, staining the resting nuclei is 
very difficult and nuclei in the telophase are unsuitable for such measure- 
ments in view of their short life. 

Investigations in this laboratory on the effect of polyploidogens on 
the control diploid yeast, led to the formulation of the view that inhibi- 
tion of cell division was but one of the factors necessary for the produc- 
tion of races with doubled chromosomal complements. Treatments with 
these agencies had to be carried out continuously for periods ranging from 
30 to 90 days, before stable autotetraploid types could be obtained. 
It appeared therefore that the important factor was the ability of the 
doubled complement of chromosomes to function harmoniously and it 
was postulated that mutation at a locus governing ‘ploidy’ should precede 
a doubling of the chromosome number. The rarity of the phenomenon 
of somatic chromosomal doubling leading to stable tetraploid types 
showing mitotic phenomena characteristic of a yeast with four chromo- 
somes (Photos 17—21) further justify the above conclusions. 

The fact that spontaneous but stable tetraploids occur, though rarely, 
in diploid cultures of yeast has great significance in genetic investigations 
on this organism. As has already been pointed out on a number of oc- 
casions (SUBRAMANIAM, 1950a, b, c; 1952) investigators on the genetics 
of yeasts do not have valid criteria for distinguishing haploids from 
diploids and both from tetraploids. Any spontaneously occurring tetra- 
ploid clone in a diploid culture would therefore have been missed by 
these investigators. The curious segregations reported in the past by a 
number of workers (WrNGE and LausTsEN, 1940; Winen, 1944; LinpE- 
GREN, 1945c; SprnceELMAN, 1946) and attributed by them to the pre- 
sence of cytoplasmic factors and the like, may very well have been the 
result of mistaking a culture containing a mixture of diploid and tetra- 
ploid types for a purely diploid clone. Recently, however, many workers 
have taken into consideration the above possibilities (FowELL, 1951; 
Roman, HawrHorne and Doveras, 1951; LINDEGREN and LINDEGREN, 
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1951). The recent claim of Pomprr (1952) on the isolation of triploid 
Saccharomyces is under the circumstances not surprising at all. 

The various strains of yeasts investigated in this laboratory for cyto- 
logical behaviour have not. shown any close correlation between mitosis 
and cytokinesis. In the control, BY 1, Duratswamr (1953) observed 
that bud formation occurred only after the metaphase was over. The 
strain BY 2, however shows a difference. A perusal of the photomicro- 
graphs illustrating this paper would indicate that the bud may arise 
at any stage in the mitotic cycle. Even as early as pro-metaphase, some 
cells have a big bud as in cell G in Photo 3. As already postulated 
(DuRaAIswamI, 1953) the lack of synchronisation between nuclear and 
cytoplasmic division in yeast may be due to the peculiar mode of vege- 
tative propagation of this organism. 


Summary. 

1. Unorthodox methods of approach appear to be responsible for the 
radical divergences in views regarding the identification of the various 
organelles in a budding yeast cell. 

2. The problems of yeast cytology are analysed, and the necessity to 
distinguish the cytological behaviour of an aerobically growing cul- 
ture from an anaerobic one is emphasized. 

3. Photomicrographic proof for mitosis is offered in a purely aerobic 
strain of yeast having a pair of unequal chromosomes. 

4, The chromatin mass seen at early prophase resolves itself into the 
pair of unequal metaphase chromosomes. These reproduce and the 
mother cell and bud rezularly receive an unequal pair. 

5. Evidence for somatic pairing and synapsis is presented. The re- 
constitution of the nucleus in the telophase takes place by an exact 
reversal of the stages leading to the metaphase thus proving chromo- 
some continuity. 

6. The cytological behaviour of the rare spontaneous autotetraploids 
arising in normal diploid cultures is illustrated and their significance in 
genetic investigations discussed. 

7. A pictographic summary of the mitotic cycle is given. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat G6ttingen.) 


Uber den Einflu8 photoperiodischer Behandlung auf die 
Befallsintensitat beim Gerstenmehltau*. 


Von 
KLAUS HEINZ DOMSCH. 


Mit 34 Textabbildungen. 
(EHingegangen am 20. Mai 1953.) 


In den drei Jahrzehnten, die seit den grundlegenden photoperiodischen 
Experimenten von GARNER und ALLARD (1920) vergangen sind, wurde 
schon mehrfach der Versuch gemacht, die Zusammenhange zwischen der 
Tageslinge und dem Auftreten von Pflanzenkrankheiten aufzudecken. 
Man kann die ,,Tagesliinge“ dabei in dreifacher Weise auf die Versuchs- 
pflanzen wirken lassen, némlich a) vor und nach dem Impfen mit dem 
Krankheitserreger, b) nur vor dem Impfen und c) nur nach dem Impfen. 


Tabelle 1. Héhe des Befalls bei photoperiodischer Behandlung vor und nach dem Impfen. 
KT = Kurztag, LT = Langtag. 


Tageslange bei 
Parasit Wirt hohem geringem Autor 
Befall Befall 
Cronartium ribicola | Ribes nigrum mittl. Tagesl.| KT, LT | MosuKov (1938) 
Erysiphe graminis Triticum vulgare, : 
Avena sativa KT LT GRAINGER (1947) 
Lrysiphe graminis Triticum vulgare | mittl. Tagesl.| KT, LT | CozREwick 
(1944) 
Puccinia graminis Triticum vulgare KT LT JOHNSON und 
. Newton (1940) 
Oladosporium fuluum| Solanum lycop. KT LT VouK (1931) 
Phytophthora Solanum KT LT GRECHUSHNIKOV 
infestans tuberosum (1939) 
Pseudomonas Solanum GALLEGLY und 
solanacearum | lycopersicum KT LT -| Waker (1949) 


In Tab. 1 sind aus der Literatur Versuche zusammengestellt, die in ihrer Anlage 
der Gruppe a) entsprechen. Obwohl die zitierten Arbeiten mit sehr unterschiedlicher 
Methodik und an den verschiedensten Objekten durchgefiihrt worden sind, laBt sich 
doch eine einheitliche Tendenz herauslesen. Die Parasiten verhalten sich offenbar alle 
ahnlich, und die groBte Anfalligkeit findet sich nicht unter Langtagbedingungen. 


* Dissertation der Math.-Naturw. Fakultaét der Universitat Gottingen, 1953. 
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Bei photoperiodischer Behandlung vor dem Impfen (b) kénnen vom Zeitpunkt 
des Impfens an nur die durch die Vorbehandlung in der Wirtspflanze festgelegten 
Bedingungen das Ausmaf des Befalls bestimmen. Bei entsprechenden Versuchen 
(Foster und WaLKER 1947, GALLEGLY und WaLKER 1949) mit Solanum lycoper-— 
sicum und Fusarium oxysporum f. lycopersici baw. Pseudomonas solanacearum war 
der Krankheitsindex im Kurztag hoher als im Langtag. Zu negativen Resultaten 
sind dagegen GAsSNER und AppEL (1927) mit Puccinia coronifera auf Hafer ge- 
kommen; sie meinen, daB die Wirtspflanzen den Ernahrungszustand sehr schnell | 
wieder ausgleichen und daher nicht in besonderer Weise pradisponiert seien. 

Einige Arbeiten liegen auch iiber den EinfluB der Tageslinge auf beimpfte 
Pflanzen vor (c). Bei den folgenden Wirt/Parasit-Paaren Hordeum sativum] Puccinia 
glumarum (BrvEeR 1934), Triticum vulgare/Erysiphe graminis (PRatTT 1944) und 
Avena sativa/Puccinia coronifera (GASSNER und APPEL 1927) war die Inkubations- | 
zeit um so langer, je kiirzer die Dauer der taglichen Belichtung war. CHEREWICK 

_ (1944) fand dagegen véllige Wirkungslosigkeit photoperiodischer Behandlung nach 
_ dem Impfen beim Getreidemehltau, wahrend Yarwoop (1936) zeigen konnte, dai 
Erysiphe polygoni auf Trifolium die meisten Appressorien in einem Licht-Dunkel- 
Rhythmus von 12:12! Std bildet (mit Abnahme gegen den kiirzeren und langeren 
Tag), und daB die Appressorien nur im Licht gebildet werden. Weitere Versuche 
liegen von HassEBRAUK (1940) mit Rostpilzen vor: Verkiirzung der Tageslinge 
fiihrte je nach der Wirt-Parasit-Kombination zu verschiedenen Infektionstypen; 
aus diesen Versuchen wird besonders deutlich, daB sich sowohl physiologische Rassen 
der Rostpilze als auch Getreidesorten nicht einheitlich verhalten. 

SchlieBlich sind an dieser Stelle einige Versuche anzufiihren, die auf Grund der 
angewandten Impfmethode (Saatgutinfektion) eine Sonderstellung einnehmen. 
Untersuchungen mit Zilletia levis und 1. tritici (RODENHISER und Tay or 1940, 
1943), mit Urocystis occulta (Line 1941) und Ustilago avenae (POHJAKALLIO 1952) 
zeigten tiberwiegend stirkeren Befall im Langtag; dagegen kam REED (1938) bei 
Kombination von 9 Hafersorten mit 4 Brandrassen zu keinen tibereinstimmenden 
Ergebnissen. Russische Arbeiten berichten iiber den Befall von Helianthus annuus 
durch Orobanche cumana und Monotropa hypopitys (ZAKHAROV 1940, 1941) und von 
Cannabis sativus durch Orobanche ramosa (CAJLACHJAN 1947); in den ersten beiden 
Fallen gab es hohen Befall im Kurztag, im zweiten Falle im Langtag. 


Die nachstehenden Versuche sollen unter besonderer Beriicksichtigung 
der Pridisposition der Wirtspflanze dazu beitragen, die Zusammenhange 
zwischen Photoperiode und pilzlichem Parasitismus weiter zu klaren. 


I. Die Versuche. 
A. Material und Methoden. 
1. Versuchsobjekte. 
a) Die Wirtspflanze. 


Fir die Untersuchungen kamen nur Lang- oder Kurztagpflanzen mit 
einer raschen, von Anfang an photoperiodisch empfindlichen Ent- 
wicklungszeit in Betracht. Diesen Forderungen geniigen gewisse Sommer- 


* Bei allen nachfolgenden Angaben iiber den Licht-Dunkel-Rhythmus sind die 
Dunkelstunden unterstrichen. 
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getreidesorten recht gut. Fiir die Versuche wurde Hordeum sativum, 
Sorte ,,Morgenrot‘‘ verwendet!. 


b) Der Parasit. 

Beim Krankheitserreger miissen Spezialisierung, kurze Inkubations- 
und Fruktifikationszeit und eindeutige Krankheitssymptome, die auf 
einfachem Wege quantitativ erfaBbar sein sollen, vorausgesetzt werden. 
Da durch die Wirtspflanze die Zahl der in Frage kommenden Erreger 
bereits eingeschrankt ist, fiel die Wahl auf Erysiphe graminis hordei 
Marchal. Da ,,Morgenrot“ nach den bisherigen Erfahrungen nicht die 
Higenschaft hat, physiologische Rassen des Mehltaus aufzuspalten, 
wurde auf Bestimmung der Rasse verzichtet. 


2. Versuchsanordnung. 


a) Photoperiodische Behandlung. 


Nach vy. DENFFER (1939) liegt die giinstigste Zeit fiir die photoperiodische 
Induktion der Gerste in der 2.—3. Woche nach dem Auflaufen. Mit der Behandlung 
wurde deshalb entweder sofort oder 5 oder 10 Tage nach dem Auflaufen der Saat 
begonnen. Kurze Tageslangen wurden durch Verdunkeln der Pflanzen mit licht- 
dichten Kasten erhalten, Tageslingen, die die Dauer des natiirlichen Tages iiber- 
schritten, durch Verlangerung des Tageslichtes mit 200 Watt-Birnen im Abstand 
von 60 cm tiber den Pflanzen. Die Intensitatsschwankungen zwischen Zusatz- und 
natiirlichem Licht konnten vernachlassigt werden, da Langtagpflanzen schon durch 
ganz geringe Intensitaéten induziert werden kénnen (HarpER, Fasran und v. 
DernFrer 1937). Der Lichtbeginn lag in jedem Falle morgens um 8 Uhr. 


Die Pflanzen wurden mit folgenden Licht/Dunkel-Rhythmen behandelt: 
2:22 = 2 Licht- und 22 Dunkelstunden = KT, 


7:17 = 7 Licht- und 17 Dunkelstunden = KT, 
12:12 = 12 Licht- und 12 Dunkelstunden = ,,Normaltag‘‘, 
17: 7 = 17 Licht- und 7 Dunkelstunden = LT, 
22: 2 = 22 Licht- und 2 Dunkelstunden = LT. 


b) Anzucht der Versuchspflanzen. 


Je Photoperiode wurden in 8—9 Tépfen (8 cm 2, Komposterde) je 10 Samen aus- 
gelegt, von denen etwa 60—70 gleichmiBig gewachsene Pflanzen in den Versuch 
kamen. Pflanzen mit abnormaler Keimlingsentwicklung wurden ausgeschieden. 
Unter extremen Kurztagbedingungen war die Zahl der bei der Auswertung noch 
vorhandenen Pflanzen niedriger, da wegen der Briichigkeit der Blatter beim Impfen 
einige Pflanzen ausfielen. 


c) Temperatur und Luftfeuchtigkert. 
Alle Versuche tiber den Einflu8 der Photoperiode wurden im Gewachshaus durch- 


gefiihrt. In den Wintermonaten (November bis Februar) und im Hochsommer (Juli, 
August) wurden diese Versuche ausgesetzt. Aus technischen Grinmden muften 


1 ,,Morgenrot‘ ist aus der Kreuzung ,,Heils Franken“ x ,,Australische Frithe* 
hervorgegangen und enthilt keine Mehltauresistenzfaktoren (nach freundlicher 
Mitteilung von Fraulein Dr. G. ZrEGENBEIN). Das Saatgut wurde von der ,,Nord- 
saat‘‘ Saatzuchtgesellschaft bezogen. 
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Schwankungen der Temperatur von Tag zu Tag und im Tagesverlauf in Kaut ge- 
nommen werden. Alle Pflanzen eines Versuches standen aber in sich unter gleichen 
Temperaturen. Die durchschnittlichen Tagestemperaturen schwankten maximal um 
+ 2°, wodurch der Befall nicht meBbar beeinfluBt werden kann (siehe Pratt 1943). 
Letzteres gilt auch fiir die relative Luftfeuchtigkeit, deren Schwankungen im Mittel 
bei -- 10% lagen. Um bei langen Verdunklungszeiten beimpfter Pflanzen eine un- 
gleiche Zunahme der Luftfeuchtigkeit zu vermeiden, wurden alle Versuchspflanzen 
der Gruppen ,,N‘‘ und ,,VN“ (siehe unten) nach dem Impfen unter Cellophankasten 
gestellt, die wie oben verdunkelt werden konnten. 


d) Impfmethode. 
Zur Sporengewinnung wurden im ,,Normaltag‘* aufgezogene Pflanzen verwendet, 
auf die der im Bot. Garten isolierte Pilz wéchentlich tibergeimpft wurde. Die Coni- 
dien wurden in Wasser aufgenommen und in der Zahlkammer (nach THOMA) aus- 
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Abb. 1. Pustelzahl bei Impfung mit Sporen- Abb. 2. Zu Pusteln entwickelte Sporen in 
suspensionen verschiedener Konzentration. Prozent der aufgebrauchten Sporenmenge. 


Alle Differenzen sind mit P < 0,0027 gesichert. 


gezahlt. AnschlieBend wurde die Sporensuspension auf eine durch Vorversuche er- 
mittelte Konzentration gebracht (rund 2,5 - 10° Sporen/cm’). Wie stark die Pustel- 
zahl von der Sporendichte in der Suspension abhangig ist, kann aus dem in Abb. 1 
dargestellten Versuch ersehen werden. 

Auf 1 cm? Blattflache kommen im Mittel 2,5 mm* Sporensuspension. Bei einer 
durchschnittlichen Konzentration von 2,5 - 10° Sporen/em® errechnen sich rund 
6—700 Sporen, die auf 1 cm? Blattflaiche aufgebracht werden. Der Prozentsatz an 
tatsachlich auszihlbaren Pusteln ist je Blattflicheneinheit aber um ein Vielfaches 
geringer. Es ist auffiallig, daB bis zu einem gewissen Schwellenwert unabhangig von 
der Konzentration der Suspension etwa 0,16% der aufgebrachten Sporen als 
Pusteln auszihlbar sind, und daB bei einer Verstirkung der Suspension tiber 2,5 + 10° 
der Prozentsatz stark absinkt (Abb. 2). 

Beimpft wurde nur das Primarblatt an der Ober- und Unterseite, und zwar mit 
einem Wattepinsel; die wiBrige Suspension wurde nicht aufgespriiht, weil dabei die 
gleichmaBige Benetzung der Blatter nicht sicher ist. Da das Impfen eines Versuches’ 
(300—400 Pflanzen) 144—2 Std in Anspruch nahm, wurde dafiir gesorgt, daB zu 
gleichen Zeiten auf Pflanzen aus allen Gruppen Sporen aufgetragen wurden. Das war 
unerlaBlich notwendig, denn der Wirkungsgrad der Sporensuspension nahm im 
Laufe der Zeit ab (Abb. 3); schon rund % Std nach Ansetzen der Sporen- 
aufschwemmung war der Infektionserfolg um etwa 4/, vermindert! Die sich hier- 


aus ergebenden Schwierigkeiten wurden in einem Kontrollversuch (siehe unter 3) 
naher untersucht. 
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e) Auswertung. 


Der Krankheitsbefall wird nachstehend in ,,Infektionsstellen je Blattflachen- 
einheit angegeben. Hierzu wurde an jedem Blatt die Anzahl der Pusteln an der 
Ober- und Unterseite zusammengezahlt und zugleich die Lange und Breite jedes 
Blattes gemessen; durch Multiplikation der Langen- und Breitenwerte erhalt man 
einen Naherungswert fiir die Blattflache, auf den die Gesamtzahl der Pusteln be- 
zogen wurde (Pustel/cm?). Da bei Wiederholung von Versuchen nur annahernd 
gleiche Absolutwerte erhalten werden konnten, wurde in jedem Versuch der Befall 
im ,,Normaltag‘ (12:12) = 100 gesetzt. Die Befallswerte der anderen Gruppen 
wurden darauf bezogen. 

Der Grund fiir die Abweichungen der 
Absolutwerte liegt sehr wahrscheinlich 
darin, daB die in der Kette abgeschniir- 
ten Conidien nur wahrend einer kurzen 
Zeit die gleichen parasitischen Higen- 
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Abb. 3. Einflu® des Alters einer Sporensuspen- Abb. 4. HinfluB des ,,Reifegrades‘‘ der Sporen 
sion (in Minuten nach Ansetzen der Suspension) (Tage nach dem Impfen) auf den Wirkungs- 
auf den Infektionserfolg. Nur die erste Differenz grad einer Sporensuspension. 

ist mit P = 0,001 gesichert. j P-Werte: <0,0027; <0,0027; 0,005; 0,017. 


schaften besitzen. Einen Kinblick in die Verhaltnisse bekommt man aus dem in Abb. 4 
dargestellten Versuch : Erst 8 Tage nach dem Impfen hat der Pilz Sporen mit voller In- 
fektionstiichtigkeit gebildet, obwohl die Fruktifikationszeit nur 5 Tage lang ist. Zu Be- 
ginn der Versuche konnteaber das Sporenalter nicht véllig konstant gehalten werden. 


f) Statistische Bearbeitung. 
Zur Berechnung des statistischen Mittelwertes 
M= ES y X; 
a1 
aus den 60—80 Hinzelmessungen je Photoperiode wurde das Multiplikationsverfahren 
(WeBER 1948) angewandt. Nach Ermittlung der Standardabweichung (oder Streuung) 


Gi “= ; 
die ein MaB fiir die Variabilitat der MeBwerte ist, wurde die mittlere Abweichung 
des Mittelwertes (S,,) errechnet. S,, ist mit o,, durch die Gleichung 
Se eo 
a y n 
+ Die P-Werte stehen im folgenden in der Reihenfolge der zu sichernden Dif- 


ferenzen (soweit nicht anders angegeben). In diesem Beispiel waren die Differen- 
zen 6—5, 7—6, 8—7, 9—8 (Tage) zu sichern. 
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verbunden. Fiir die Beurteilung der Ergebnisse ist es wichtig zu wissen, ob zwischen. 
zwei Werten M, und M, ein gesicherter Unterschied besteht. Der mittlere Fehler der 
Differenz S, — S, ist gegeben durch die Gleichung 


S,=YV 82é'+8S; 

(nach Kotter 1943), sofern die Differenz selbst nicht zu groB wird. Da die For- 
derung des dreifachen mittleren Fehlers nur fiir MeBreihen mit sehr hoher Glieder- 
zahl gilt, ist nach einem von Parav (1943) vorgeschlagenen Verfahren mit Hilfe 
des t-Wertes 
a M na, M, y 

sada Fai. 
das zu t,, gehorige P aus einer gegebenen Tafel zu ermitteln (PATAu 1943). Zur 
weiteren Festigung wurden nahezu alle Versuche wiederholt. Korrespondierende 
P-Werte aus einzelnen, unter gleichen Bedingungen durchgefiihrten Versuchen 
wurden mit Hilfe der y?-Methode zu einem Gesamt-P zusammengefaBt. P < 0,01 
wurde als schwache, P < 0,0027 als gute Sicherung fiir eine Differenz angesehen. 


™m 


3. Kontrollversuch. 


Um zu priifen, ob unter gleichen Versuchsbedingungen tibereinstimmende Mittel- 
werte fiir die Befallsintensitat gefunden werden, wurde ein Kontrollversuch mit 3 
unter sich vollig gleichen Gruppen ange- 
setzt. Die 8 Tépfe jeder Gruppe wurden in 
der oben beschriebenen Weise beimpft. 
Der Versuch ergab den schon in Abb. 3 
dargestellten Befund, daB die Befalls- 
intensitat vom ersten (bzw. zweiten) ge- 
gen den zuletzt beimpften Topf abnimmt 
(Abb. 5). Auch hier erfolgte der Abfall 
zunachst steil und klang gegen Ende flach 
aus. Die Mittelwerte der drei Gruppen 

‘ Rate atid pba stimmten mit 1,40 + 0,16, 1,52 + 0,18 
cinet Impfung in drei verschiedenen Gruppen U84 1,40 +: 0,15 aber trotzdem recht gut 

zu je 8 Tépfen. iiberein. Wurden die Pusteln nur aus 

den Tépfen 4—8 berechnet, so ergaben 

sich keine besseren Werte. Weitere, in gleicher Weise angestellte Kontrollversuche 
bestitigten die Brauchbarkeit der Methode. 


Lustel/ om 


B. Ergebnisse. 


Entsprechend der immer wieder erhobenen Forderung, phytopatho- 
logische Probleme in ihrer Dreiteiligkeit: Kranke Pflanze, Krank- 
heitserreger, Gesunde Pflanze, zu sehen, soll auch im folgenden 
verfahren werden. Dabei nimmt naturgemaB die Behandlung des Kom- 
plexes ,,Kranke Pflanze“* mehr Raum ein, da sich Erysiphe graminis als 
obligat biotropher Parasit einer gesonderten, direkten Untersuchung 


entzieht. 
1. Untersuchungen tiber den Komplex: Kranke Pflanze. 


Das in der Einleitung aufgestellte Kinteilungsprinzip gab auch den 
Rahmen fiir die folgenden Versuche. 


VOLO. ~ NWOT HETGT” 
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a) Photoperiodische Behandlung vor und nach dem Impfen. 


Zur Orientierung iiber die Versuchsanordnung mdge die Abb. 6 dienen. Sie zeigt, 
da mit der photoperiodischen Behandlung der Pflanzen sofort nach dem Auflaufen 
begonnen wurde. Nach dem Beimpfen wurden die Pflanzen unter den gleichen 
Bedingungen weitergezogen. Die 4 Versuche tragen die Bezeichnung ,,VN“ (,,vor- 
nach“) und unterscheiden sich voneinander durch die Zahl der Tage bis zum Impfen 
(5—15 Tage). Die Auswertung erfolgte hier wie bei allen folgenden Versuchen stets 
8 Tage nach dem Impfen. 


150 


% 
7 | S 
aS 
Vi; | s 
S 10 
) (ae ' Ges S 
S 
. peers ' peor ns Ss YN7 
ae 
Sara Sv i l See 
7) ST. a RT EE a3 Gh fe 2 77 Le 
lage nach dem Autloufen Lichistuncen 
Abb. 6. Schema der Versuche bei photoperiodischer Abb. 7. Befallsintensitét bei verschiedener 


Behandlung vor und nach dem Impfen. Dunkles 
Feld: Dauer der photoperiodischen Behandlung 
in Tagen nach dem Auflaufen der Keimlinge. 
+ Zeitpunkt der Impfung (also 5, 7, 10 oder15 Tage 
nach dem Auflaufen). Die obere Reihe bedeutet 
also, daB die Pflanzen 13 Tage photoperiodisch 
behandelt und am 5. Tage nach dem Auflaufen 
beimpft wurden. 
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Abb. 8. Wie Abb. 7. Alter der Pflanzen beim Impfen 
7 Tage (VN 2). P-Werte: < 0,0027; < 0,0027; 
< 0,0027; 0,03. 


Dauer der taglichen Belichtung. Alter der 

Pflanzen beim Impfen 5 Tage, photoperio- 

dische Behandlung vor und nach dem Impfen 

(VN 1). Nur die erste Differenz ist schwach 
(P = 0,009) gesichert. 
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Abb. 9. Wie Abb. 7. Alter der Pflanzen beim 
Impfen 10 Tage (VN 3). P-Werte: < 0,0027; 
< 0,0027; 0,1; < 0,0027. 


Waren die Pflanzen beim Beimpfen nur 5 Tage alt (VN 1), so fand sich 
(Abb. 7) ein schwach ausgepragtes Maximum des Befalls bei einer tig- 
lichen Belichtung wiahrend 7 Std (7 Lst.)1, Abfall gegen 2 einerseits und 
12, 17 und 22 Lst. andererseits. Wurde erst am 7. Tage nach dem Auf- 
laufen geimpft (VN 2), so traten die Verhaltnisse wesentlich klarer hervor 
(Abb. 8)?: Der Abfall der Kurve von 7 gegen 22 Lst. verlauft nahezu 
linear. Wahrend bei Versuch VN 3 (Impfen am 10. Tage, Abb. 9) das 
Bild im wesentlichen unverandert ist, trat nach 15tagiger Vorbehandlung 


1 Lst. wird im folgenden als Abkiirzung fiir die taglichen Lichtstunden verwandt. 
2 In den graphischen Darstellungen sind die Kurven der Einzelversuche ge- 
strichelt, die Mittelwertkurven ausgezogen. 
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(VN 4) eine Anderung des Kurvenverlaufes im Langtag auf (Abb. 10): 
Die Befallsintensitat war ganz besonders im 17stiindigen Tag — weniger 
im 22stiindigen — gesteigert. Da die Befallswerte in VN 4 im Langtag 
etwa um das Doppelte héher lagen als in Versuch VN 3, wurde vermutet, 
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Abb. 10. Wie Abb. 7. Alter der Pflanzen beim Impfen 15 Tage (VN 4). Alle Differenzen sind mit 
P <0,0027 gesichert. 


Abb. 11. Befallsintensitit bei verschiedenem Alter der Pflanzen. Die Pflanzen erhielten 17 bzw. 22 

Std tiigliche Belichtung vor und nach dem Impfen. Beim Impfen waren die Pflanzen 6, 9, 12, 15 

und 18 Tage alt. Die Differenzen der gestrichelten Kurve sind nicht gesichert. Fiir den Belichtungs- 
rhythmus 17:7 ergeben sich die P-Werte: < 0,0027; < 0,0027; < 0,0027; 0,07. 


daB sich dieser durchaus unerwartete Anstieg auch zeigen wiirde, wenn 
man unter gleichen photoperiodischen Bedingungen Pflanzen ver- 
schiedenen Alters gleichzeitig impft (Phasendisposition). Fiir die Be- 
lichtungsrhythmen 17:7 und 22:2 sind die Ergebnisse in Abb. 11 dar- 


\ gestellt. Die Pflanzen waren beim Impfen 
h 6—18 Tage alt; sie wurden alle am glei- 
S ws. chen Tage geimpft. Nach einer hohen 
§ NG aL Jugendanfilligkeit, die, wie spiiter noch 
RS Ke By zu zeigen sein wird, unter allen photo- 
$ ~ Se Eee periodischen Bedingungen wiederzufin- 


den ist, steigt der Befall bei den mehr als 
12 Tage alten Primarblattern tatsichlich 
wieder stark an, Es kann darin eine Er- 
klarung fiir die hohe Befallsintensitaét im 


b r) 7? % Tage @ 
Alter der Prionzea bein Lmpten 


Abb, 12. Befallsintensitiit bei verschie- 
denem Alter der Pflanzen. Die Pflanzen 


erhielten 2, 7 und 12 Std tigliche Be- 

lichtung vor und nach dem Impfen. 

Beim Impfen waren die Pflanzen 6, 9, 

12,15 und 18 Tage alt. Gesichert ist in 

allen Versuchen die Differenz zwischen 
6 und 9 Tagen, 


Langtag in Versuch VN 4 gesehen werden. 

Die tiglich nur 2 Std_belichteten 
Pflanzen waren ziemlich stark vergeilt 
und bauten ihren Kérper vorwiegend 


aus dem Endosperm auf. An ihnen 
lieBen sich sehr deutlich die Zusammenhange zwischen verschlechterten 
Lebensbedingungen und der Stiirke des Befalls erkennen. In den Ver- 
suchen VN 2—VN 4 sank der Befall von 95 iiber 40 auf 20 relative 
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Befallswerte. Exakte Angaben iiber den Abstieg des Befalls bei ver- 
schieden alten Pflanzen im 2-, 7- und 12 Std-Tag finden sich in Abb. 12. 
Hier haben wir héchsten Befall bei den ganz jungen Blittern (6 Tage alt 
beim Impfen), der gegen die alteren Blatter (18 Tage alt beim Impfen) 
unter allen drei Belichtungsrhythmen abnimmt. 


Ergebnis: Starkster Befall liegt im Kurztag bei 7 Lst.; 
etiolierte Pflanzen haben geringeren Befall; im Langtag 
zeigt die Gerste hohe Altersanfalligkeit. 


b) Photoperiodische Behandlung nur vor dem Impfen. 


Bei allen Versuchen dieses Abschnittes wurden die Pflanzen nur bis zum Impfen 
mit den Licht/Dunkel-Rhythmen 2:22, 7:17, 12:12, 17:7 und 22:2 behandelt, dann 
wurden sie in den Normaltag (also 12:12) gebracht. Alle Pflanzen standen nach dem 
Impfen nebeneinander unter den gleichen Bedingungen bis zum Auswerten. Die 
Versuche tragen die Bezeichnung ,,V“‘ (,,vor“). 


a) V I1—V 4. Die Versuche V 1—V 4 (Abb. 13) entsprechen in ihrer 
Anlage VN 1—VN 4 bis auf die nicht fortgesetzte photoperiodische Be- 
handlung nach dem Impfen. Diese scheinbar geringfiigige Variation der 
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Abb. 13. Schema der Versuche bei photoperiodischer Behandlung nur vor dem Impfen. Dunkles 

Feld: Dauer der photoperiodischen Behandlung, helles Feld: Dauer des Normaltages (12:12), 

+ Zeitpunkt der Impfung. In der oberen Reihe sind also die Pflanzen beim Impfen vom Auflauten 

an 5 Tage lang photoperiodisch behandelt gewesen, danach standen sie 8 Tage lang bis zum Aus- 
werten im Normaltag. 


Versuchsbedingungen fiihrte zu einem vollig anderen Verlauf der Befalls- 
kurven als bei der Versuchsgruppe VN. 

V 1. Gleicher Befall (Abb. 14) bei 2, 7 und 12 Lst., Abfall nach 17, 
schwacher Anstieg gegen 22 Lst. 

V 2. Der Befall war im 2 Std-Tag bedeutend hoher als bei V 1, bei 
7 Lst. priigte sich ein zweites Minimum aus (Abb. 15), das bei 10 tagiger 
Photoperiode vor dem Impfen in dem Versuch 


of 
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V 3 noch deutlicher hervortrat (Abb. 16). Durch die Summenkurve in 
V 3 wird bereits angedeutet, daB mit Ausnahme des 7 Std-Tages der 
Befall von 2 nach 17 Lst. abnimmt. SchlieBlich brachte der Versuch 

V 4 (Abb. 17) die Annaherung an den linearen Abfall, der hier wie in 
V 1—V 3 bei 17 Lst. endet, um gegen 22 wieder anzusteigen. 
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Abb. 14. Befallsintensitait bei verschiedencr Dauer Lichtstunden 


der taglichen Belichtung. Alter der Pflanzen beim 
Impfen 5 Tage. Photoperiodische Behandlung Abb. 15. Wie Abb. 14. Alter der Pflanzen 
nur vor dem Impfen (V1). P-Werte: 0,9; 0,7; beim Impfen 7 Tage (V 2). P-Werte: 

< 0,0027; 0,03. < 0,0027; 0,5; 0,04; 0,01. 

Auch fiir diese Versuchsgruppe sollten die Ursachen fiir den jeweiligen 
Kurvenverlauf ergriindet werden; so vor allem der relative Abstieg des 
Befalls im 7 Std-Tag von V 2—V 4 gegeniiber dem im 12 Std-Tag. Die 
Versuche mit 6—18 Tage alten Pflanzen, die in Tab. 2 zusammengefaBt 
sind, zeigen mit sehr groBer Einheitlichkeit hohen Befall bei den jiingsten 
20 Blattern (junge Pflanzen), der 

unter allen Belichtungsrhythmen 
(taglich 2 bis 22 Lst.) gegen die 
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Abb. 16. Wie Abb. 14. Alter der Pflanzen beim Abb. 17. Wie Abb. 14. Alter der Pflanzen 
Impfen 10 Tage (V 3). Alle Differenzen sind mit beim Impfen 15 Tage. P-Werte: 0,08; 0,008; 
P < 0,0027 gesichert. < 0,0027; 0,0027. ; 
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Die Verhaltnisse entsprechen ganz dem in Abb. 12 gezeigten Typus (groBe 
Befallsunterschiede zwischen 6 und 9 Tage alten Pflanzen, geringere 
zwischen 9 und 18 Tage alten Pflanzen). Von dieser Tendenz werden alle 
anderen, schwach ausgepriigten Befallsunterschiede iiberdeckt. Bei ent- 
sprechend oft wiederholten und gesicherten Versuchen lieBen sich aus der 
Lage der Befall-Alters-Kurven zueinander Riickschliisse auf die Wirkung 
der Photoperiode bei verschieden alten Pflanzen ziehen; doch ist das 
nicht das eigentliche Ziel der Untersuchungen. 
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a Tabelle 2. Befallsintensitdt bei verschiedenem Alter der Pflanzen. 

Die 6—18 Tage alten Pflanzen erhielten je nach Versuch 2, 7, 12,17 oder 22 Std 
Licht innerhalb von 24 Std vom Auflaufen bis zum Impfen und waren beim Impfen 
6, 9, 12, 15 und 18 Tage alt. Die mit einem Stern versehenen Differenzen sind gut 


gesichert. 
ete BR ee gs Se 


Alter der Mittelwerte der Befallsintensititen bei Belichtung 
Wirts- 
pflanzen 2:22 317 12:12 Latierds 22:2 
6 Tage | 1,54+ 0,15 | 0,51 + 0,06 | 0,40 + 0,04 a 0,15 + 0,026 
Dots; 1,15 + 0,09 | 0,36 + 0,04 | 0,17 + 0,02*| 0,20 + 0,02 | 0,10 + 0,018 
12 ,, | 0,76 + 0,07 | 0,38 + 0,03 | 0,20 + 0,02 | 0,15 + 0,02 | 0,06 + 0,012 
Oe 5 0,71 + 0,07 | 9,29 + 0,04 | 0,17 + 0,02; 0,10 + 0,02 | 0,08 + 0,015 
18, 0,49 + 0,05 | 0,20 + 0,02 | 0,10 + 0,01 | 0,07 + 0,01 | 0,03 + 0,008 


Der W-formige Verlauf der Kurven, der auch bei Wiederholungen der 
Versuche stets erhalten blieb (siehe auch in V 5 und V 6), brachte nach 
den klaren Verhaltnissen der VN-Versuche Komplikationen mit sich, die 
es wtinschenswert erscheinen lieBen, die Realitat des Kurvenverlaufes 
noch in anderer Weise zu sichern. Zu diesem Zweck wurde der Versuch 
V 3 in zwei Teilversuche zerlegt, in denen die Dauer der taglichen Be- 
lichtung statt um 5 nur um jeweils 2 Std verschoben war. Die Ergebnisse 
stimmten mit denen von V 3 auch unter diesen Bedingungen gut tiberein. 

B) V 5—V 7. Beiden Versuchen V 5, V 6 und V 7 (Abb. 18) wurde vor 
den Beginn der photoperiodischen eine 5tagige Normaltag-Behandlung 
eingeschoben (12:12); dadurch waren 
die Pflanzen bei der entscheidenden 
Behandlung alter. Es ergab sich so 
die Méglichkeit zu klaren, ob sich die 
unter V 1—V 4 gefundenen Maxima 
und Minima verstarken lassen, und 
ob man es in der Hand hat, die 505 7 0 7 we 
Richtung der einmal eingeschlagenen Liohistunden 


750 


hel, betallf Blatt tliiche 
S 


Entwicklung — in diesem Falle die 
durch den Normaltag induzierte — 
kurzfristig zu andern. Wie aus Abb. 
18—20 zu ersehen ist, ergab sich eine 


Abb. 18. Befallsintensitat bei verschiedener 
Dauer der taglichen Belichtung. Alter der 
Pflanzen beim Impfen 10 Tage, photoperio- 
dische Behandlung beginnt erst 5 Tage vor dem 
Impfen, davor 5 Tage Normaltag (V 5). 
P-Werte: 0,01; 0,06; < 0,0027; < 0,0027. 


vollige Ubereinstimmung mit den 
Versuchen V 1—V 4. Eine verstarkte Auspragung der Kurven konnte also 
nicht gefunden werden. Besondere Beachtung verdient einerseits der 
Versuch V 7 (Abb. 20), dessen Ergebnis erkennen lat, daB nach 15 tagiger 
photoperiodischer Behandlung der Abfall Kurztag gegen Langtag auch 
vier fast linear verlauft; andererseits V 5 (Abb. 18), bei dem die Befalls- 
ntensitat in 2, 7 und 12 Lst. nur geringfiigige Unterschiede aufwies. 

y) V &—V 10. Zur Erginzung von V 5—V 7 wurden V 8, V 9und V 10 


ungesetzt, bei denen der photoperiodischen Behandlung 10 Tage Aufent- 
20* 
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halt im 12stiindigen Normaltag vorangingen (s. Abb. 13). Die Versuche 
fiihrten zu einem ganz neuen Typus der Befallskurve : 

V 8 (mit 5 Tagen photoperiodischer Behandlung): Vom 2- bis zum 
17 Std-Tag Anstieg des Befalls (Abb. 21). Das heiBt aber vollige Umkehr 


De des bisherigen Befundes, nach 
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Abb. 19. Wie Abb. 18. Alter der Pflanzen beim Abb. 20. Wie Abb. 18. Alter der Pflanzen 
Impfen 15 Tage (V 6). P-Werte: < 0,0027; 0,2; beim Impfen 20 Tage (V 7). P-Werte: 0,01; 
< 0,0027; 0,0027. 0,5; 0,01; 0,02. 
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Abb. 21. Abb. 22. 


Abb. 21. Befallsintensitit bei verschiedener Dauer der tiglichen Belichtung. Alter der Pflanzen 
beim Impfen 15 Tage, photoperiodische Behandlung beginnt erst 5 Tage vor dem Impfen, davor 
10 Tage Normaltag (V 8). Nur die erste Differenz ist gesichert (P = 0,006). 


Abb. 22. Wie Abb. 21. Alter der Pflanzen beim Impfen 20 Tage (V 9). Nur die letzte Differenz ist 
gesichert (P = 0,006). 


dem der Befallim Kurztag stets gréBer war als im Langtag! Aber schon in 

V 9, wo auf den 10tigigen Normaltag eine ebensolange photoperiodi- 
sche Behandlung folgte, ergab sich wieder folgender Kurvenverlauf: 
Abfall von 7 iiber 12 nach 17 Lst. 
(Abb. 22). Bemerkenswert und 
von V 1—V 7 verschieden ist hier 
der Abfall im 2 Std-Tag. SchlieB- 
lich spiegelte der Versuch 

V 10 Verhaltnisse wider, die 
; durch den linearen Verlauf und 
Abb. 23. Wie Abb. 21. Alter der Sees dens bial yon 7a len 1a nach 
Impfen 25 Tage (V 10). P-Werte: 0,2; 0,02; und 22 Lst. zu den VN-Versuchen 

< 0,0027 < 0,0027. zuriickfiihren (Abb. 23), 


Durch Versuche mit verschieden alten Pflanzen konnte fiir V 8—V 10 
das schon unter den V-Bedingungen erhaltene Ergebnis bestiitigt werden: 
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Die jungen Pflanzen zeigten hohe, die alten niedrige Befallsintensitat. Die 
Kinzelwerte sind in Tab. 3 zusammengefaBt. 


Tabelle 3. Befallsintensitdét bei verschiedenem Alter der Pflanzen. 
Die Pflanzen aller Versuche erhielten nach dem Auflaufen 10 Normaltage und kamen 
dann je nach Versuch in einen 2-, 7-, 12-, 17- oder 22-Std-Tag von 6, 9, 12 und 
15 Tagen Dauer. Die mit einem Stern versehenen Differenzen sind gesichert. 


Alter der Mittelwerte der Befallsintensitiiten bei Belichtung 

Beotanzen 2:22 7:17 wie | 17:7 22:2 

+ 6 Tage 0,55 + 0,05 | 0,41 + 0,05 0,55 + 0,05 | 0,71 + 0,06, | 1,71 + 0,10, 
+ 9 ,, 0,53 + 0,05 | 0,37 + 0,04, | 0,386 + 0,04,,}, 0,46 4. 0,04 | 1,95 + 0,13, 
+12 ,, 0,55 + 0,06 | 0,23 + 0,04 0,28 - 00,3, | 0,85 + 0,04, 1,36 + 0,08, 
15. ,, 0,49 + 0,05 | 0,18 + 0,02 | 0,24+ 0,03 | 0,21+ 0,03 | 0,59 + 0,06 


6) V 11. Zur Klarung der in V 5—V 7 aufgeworfenen Frage nach der 
photoperiodischen Nachwirkung wurde der Versuch V 11 angeschlossen 
(siehe Abb. 13). Bei ihm wurden die Pflanzen, die eingangs 10 Tage unter 
den 5 Photoperioden gestanden hatten, fiir 5 Tage in den Normaltag 
gebracht und erst nach dieser Zeit 
beimpft. Es ergab sich auch hier die 
fiir die V-Versuche charakteristische 
W-Form der Kurve. 

Ergebnis: Pflanzen, die nur 

: lage noch dem Aufiouten 

vor dem Impfen im extremen 
5 Abb. 24. Schema der Versuche bei photo- 
Kurztag ge standen haben, zei- periodischer Behandlung nur nach demImpfen. 
gen sehr hohen Pilzbefall. Im 
Langtag liegt das Minimum des Be- 
falls allgemein bei 17 Std taglicher 
Belichtung. Wird vor die Photo- 
periode ein l0tagiger Normaltag 
gelegt, vermag sich die Wirkung 
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der photoperiodischen Behandlung 50 5 
nur nach langer Einwirkung (10 bis Lichtstunden 
15 Tage) durchzusetzen; im 2sttin- Abb. 25. Befallsintensitiit bei verschiedener 


4 ° Dauer der tiglichen Belichtung. Alter der 
digen Kurztag bleibt der Befall unter Pflanzen beim Impfen 10 Tage. Photoperio- 


diesen Bedingungen gering. Photo- — dische Behandlung nur nach dem Impfen 
iodi h N hwirk ist wihrend 8 Tagen (N 1) und 4 Tagen (N 2). 
periodische Nachwirkung 18 P-Werte fiir N 1: <0,0027; 0,03; <0,0027; 


schwach ausgepragt. 0,02; fiir N 2: 0,03; 0,01; 0,3; 1. 


c) Photoperiodische Behandlung nur nach dem Impfen. 
Das Schema der Versuchsanordnung ,,N“ (,,nach‘‘) gibt Abb. 24. Wegen 
der kurzen Dauer bis zum Sichtbarwerden der Pusteln nach dem Impfen 
gibt es nur geringe Méglichkeiten, die Versuchsbedingungen zu variieren. 
Eine dreifache Wiederholung des Versuches N 1 ist in Abb. 25 wieder- 


ee 
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gegeben. N 2, in dem nur wihrend der ersten 4 Tage nach dem Impfen: 
verschiedene Lichtbedingungen geboten wurden, ergab, daf} bereits in 
dieser kurzen Zeit der fiir die Befallsintensitat verantwortliche Zustand in| 
der Wirtspflanze geschaffen werden konnte. Hohe Befallsintensitét bei. 
7 Lst. mit Abfall gegen den extrem kurzen und den langen Tag ist beiden | 
Versuchen gemeinsam. 


Ergebnis: Die Befallskurve der nur nach dem Impfen be- 
handelten Pflanzen zeigt ebenso wie die des Versuches V9 
(Abb. 22) geringen Befall im 2stiindigen Kurztag, Maximum 
des Befalls bei 7, Minimum beil7 Lichtstunden. 


d) Ernéhrungsversuche. 


In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die unter 
den VN-Bedingungen erhaltene geringe Befallsintensitaét im 2 Std-Tag 
einerseits und im 17 Std-Tag andererseits auf verschiedene Ursachen 
zuriickgefiihrt werden kann. AuBerdem sollte der Unterschied in der 
Befallsintensitaét, der zwischen 2 und 17 Lst. in Versuch V 3 (Abb. 16) 
besonders deutlich in Erscheinung tritt, qualitativ dargestellt werden. 


Die Pflanzen wurden in den entsprechenden Photoperioden angezogen, nach 
10 Tagen wurden die Primarblatter abgetrennt und aus ihnen 4 cm lange Stiicke 
herausgeschnitten. Die Blattstiicke aller Pflanzen (2 und 17 Lst.) wurden auf einer 
Platte ausgelegt und dicht mit Sporen bestaiubt. Je 8—10 Streifen der 2 Std- 
Pflanzen kamen in 12 Perri-Schalen, von denen 6 mit Wasser, 6 mit einer 10% igen 
Glucoselésung gefiillt waren. Die eine Halfte der mit Wasser sowie der mit Zucker- 
lésung gefiillten Schalen kam unter sonst gleichen Bedingungen ins Dauerdunkel, 
die andere in den Normaltag. In gleicher Weise wurde mit den 17 Std-Pflanzen 
verfahren. 

Da die auf etiolierten Blittern entwickelten Pusteln nur sehr schlecht sichtbar 
sind, wurde nach Farbstoffextraktion der Blatter das Pilzmycel auf dem Blatt mit 
Lactophenol-Anilinblau gefairbt. Die Ergebnisse sind in Tab. 4 zusammengestellt. 


Tabelle 4. Pustelentwicklung auf Blittern verschiedener Vorbehandlung (2:22 und 
17:7), im Licht wnd Dunkeln sowie auf Wasser- und Zuckerlosung. 


Die Zahl der Kreuze gibt die Intensitaét des Befalls an. 


2:22 ak ta f 
Normaltag Dauerdunkel Normaltag Dauerdunkel 
Wasser Zucker Wasser | Zucker Wasser | Zucker Wasser Zucker 
sete | + +--+ + | — os ta Sd ++ ee | ——- — 


Aus dem Versuch ergibt sich: 


Z, Standen nach dem Impfen die Blatter von 2 Std lang beleuchteten 
Pflanzen im Normaltag und im Wasser, so war der Befall sehr viel héher 
als bei den 17 Std beleuchteten. 
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2. Kamen die Blatter aus dem 2stiindigen Kurztag nach dem Impfen 
ins Dunkle und auf Wasser, so zeigten sie geringen Befall. 

3. Durch Zucker lie® sich der geringe Befall der etiolierten Blatter 
(2 Std tagliche Belichtung) im Dunkel heben, nicht jedoch bei Pflanzen 
aus dem 17stiindigen Langtag. 

SchlieBlich gaben die gefarbten Blattstiicke einen weiteren sehr er- 
wunschten Hinweis: Blatter, auf denen im ungefairbten Zustand nur 
wenige Pusteln zu erkennen waren, zeigten gefirbt tiber die ganze Blatt- 
flache verteilt ganz schwachen Pilzbefall ohne Conidienbildung. Damit 
ist der Verbleib der groBen Zahl aufgebrachter Sporen durchaus nicht 
mehr so ungeklirt: Es gelingt offenbar nur einem geringen Teil, sich zu 
makroskopisch sichtbaren Pusteln zu entwickeln. 


2. Untersuchungen an dem Krankheitserreger. 


a) Die Wirkung des Lichtes auf den Pilz. 


Zur richtigen Beurteilung der Ergebnisse mu8B man wissen, ob Wachs- 
tumsprozesse des Pilzes unmittelbar lichtabhangig sind. 

Zur Klarung dieser Frage kann man 1. die Keimung der Conidien unter ver- 
schiedenen Lichtbedingungen und 2. das Pilzwachstum auf der Wirtspflanze beob- 
achten. Der ersten Méglichkeit haftet allerdings der Mangel an, daB der Keimschlauch 
nicht dem spateren Oberflachenmycel gleichgesetzt werden darf. Trotzdem hat es 
nicht an Versuchen gefehlt, Hrysiphesporen im Licht und Dunkel und bei ver- 
schiedenen Wellenlangen keimen zu lassen (NEGER 1902, Hy und Carrer 1931, 
CHEREWICK 1944, Pratt 1944). Verfolgt man das Hyphenwachstum auf der Wirts- 
pflanze, so ist kaum zu entscheiden, ob das Licht direkt oder indirekt tiber den Wirt 
wirkt. Die Deutung der entsprechenden Versuche von YaRwoop (1936) ist aller- 
dings nicht kompliziert: Die Hyphen wuchsen im Licht wie im Dunkel gleich gut! 
Eigene Beobachtungen bestatigten diesen Befund und zeigten im tibrigen, daB die 
-Conidientrager positiv phototrop wachsen. 


Auf einem anderen Wege sollten die folgenden einfachen Versuche 
Aufklaérung bringen: 

Nach 10tagiger Aufzucht im Normaltag wurde iiber zahlreiche Primarblatter in 
3 Versuchen ein 5 mm breiter Streifen aus a) Stanniol, b) farblosem Cellophan, c) 
lichtundurchlassigem, aber luftdurchlassigem Stoffgewebe gelegt, nach dem die 
Blatter mit Sporen bestéubt worden waren. 

Die Auswertung ergab unter dem Stanniol und Cellophan ktimmerliche 
Entwicklung des Pilzes und unter dem lichtundurchlassigen Gewebe ein 
gleich gutes Wachstum wie im unbehandelten Teil des Blattes. Diese 
Beobachtungen sprechen fiir eine hohe O,- bzw. CO,-Empfindlichkeit 
(siehe auch CoRNER 1935) und gegen eine Lichtempfindlichkeit des 
Pilzes. 

Die Anzahl der Pusteln war an der Blattunterseite regelmaBig geringer 
als an der Oberseite. Das Verhaltnis war aber unabhingig von der Dauer 


der taglichen Belichtung 1:2,3 (+ 0,2). 
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b) Untersuchungen iiber die Sporenkeimung. 


Von zahlreichen Pilzen ist bekannt, da sich die Ausbildung ihrer Sporen” 
in einem diurnalen Rhythmus vollzieht. Dabei hat sich herausgestellt, 
daB sich die Eigenschaften der Sporen im gleichen Wechsel andern. 


Die Verhaltnisse sind fiir einige Peronosporaceen von WxsToN (1923, 1924), fiir 
die Ascusreifung von T'aphrina deformans und die Conidienabschniirung von 
Erysiphe polygoni von YARwoop (1936, 1941) und fiir weitere Hrysiphaceen von 
Cutips (1940) beschrieben worden. Auf der Suche nach einem ahnlichen Rhythmus 
bei Erysiphe graminis fanden Yarwoop und ConeEn (1949), da Sporen, die von 
befallenen Blattern zu verschiedenen Tageszeiten abgenommen wurden, auf einem 
Lecithin-Fructose-Agar eine von der Tageszeit abhingige Férderung des Keim- 
schlauchwachstums zeigten. Ein endonomer Rhythmus des Pilzes ist dabei zwar 
nicht véllig ausgeschlossen, aber doch sehr unwahrscheinlich. Wurde namlich bei 
Erysiphe polygont im 12:12-Rhythmus 


id Tag und Nacht vertauscht, so folgte die 

Conidienbildung dem neuen Rhythmus, - 
“g ee der im Dauerdunkel und Dauerlicht véllig 
FENN erlischt (YARWOooD 1936). Es laBt sich 


deshalb bei einem obligaten Parasiten ver- 
muten, daB sich der jeweilige physiolo- 
gische Zustand der Wirtspflanze der Pilz- 
spore mitteilt. Diese Annahme setzt vor- 
aus, daB erstens zwischen Wirt und Parasit 


Ftrderungsquotient 


4 7 1G 7 4 ein sehr enges Verhiltnis besteht (die 
Lichistunden als. Matrifikalmodifikationen beschriebe- 
Abb. 26. nen Beobachtungen von HAMMARLUND 


Férderungsquotienten des Keimschlauch- 9 T = ‘ . Per, 
wachstums fiir die Versuchsbedingung V 3. 1925 und VoLk 1931 an Erysiphe pet 


P-Werte: <0,0027; 0,06; <0,0027; 0,09, | machen diese Annahme sehr wahrschein- 

lich), und zweitens miissen bei der Wirts- 
pflanze tagesrhythmische Schwankungen der physiologischen Aktivitat und stoff- 
lichen Zusammensetzung vorliegen. Dieses Gebiet wird heute vor allem durch die 
Untersuchungen der endogenen Rhythmik der Pflanzen in Verbindung mit dem 
Photoperiodismus intensiv bearbeitet. Welche im Tagesrhythmus schwankenden 
Prozesse im vorliegenden Falle die Sporenbildung am stirksten beeinflussen, bleibt 
uns verschlossen. Die genaue Analyse wird durch den Umstand erschwert, daB die 
Rhythmen der kranken Pflanze gegeniiber der gesunden betrachtlich verschoben 
sind, wie Jonnston und MiLver (1940) fiir den diurnalen Gang der Transpiration 
bei Rostbefall nachgewiesen haben. 


Wenn es also grundsiitzlich méglich ist, die physiologischen Eigen- 
schaften der Sporen von der Wirtspflanze her zu beeinflussen, so sollte das 
auch im Experiment mit verschiedenen Photoperioden gelingen. 


Die Keimungsteste wurden nach der von Yarwoop und CoHeEN (1949) gegebenen 
Anweisung durchgefiihrt. Die Methode besteht im Prinzip darin, da& Sporen von der 
gleichen Wirtspflanze auf einen Lecithin-Fructose-Agar und einen Wasser-Agar auf- 
gestéubt werden. Nach einer bestimmten Bebriitungsdauer werden die auf dem 
Lecithin-Fructose-Agar und die auf dem Wasser-Agar gebildeten Keimschlauch- 
langen der Sporen gemessen und in ihrer rein zufalligen Reihenfolge zueinander in 
Beziehung gesetzt. In den eigenen Versuchen wurde der so erhaltene Wert Férde- 
rungsquotient genannt. Fiir den in Abb. 26 dargestellten Versuch hei®t das: An- 
zucht der Pflanzen im 2-,7-, 12-, 17- und 22-Std-Tag, Beimpfen 10 Tage nach dem 
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Auflaufen (siehe Abb. 13), nach Bildung der Sporen Bestéuben des Agars (in PETRI- 
Schalen), Ausmessen der Keimschlauchlingen der unter den 5 Lichtbedingungen 
gebildeten und auf dem Lecithin-Fructose-Agar und Wasser-Agar ausgekeimten 
Sporen (je PuTRi-Schale 30 Messungen). 


Abb. 26 zeigt, daB erstens eine Wiederholung des Versuches nahezu 
gleiche Férderungsquotienten ergibt, da& die Mittelwerte trennbar ver- 
schieden sind, und daB schlieBlich der durch die Photoperiode induzierte 
physiologische Zustand der Wirts- 
pflanze offenbar fiir die Forde- 
rung des Keimschlauchwachstums 
grundsatzlich eine Rolle spielt. Da 
es sich herausstellte, daB die For- 
derungsquotienten in einer negati- 
ven Korrelation zu den oben er- 
haltenen Befallswerten stehen, wur- 
den in die Abb. 27—31 beide Kurven 
aufgenommen. Auf die Bedeutung 
dieser Korrelation soll spater ein- 


Forderung des Keimschlouctes 


Relotiver befoll 


a 7 @ 7 bi 
gegangen werden. Zuvor sei auf Lichtstunden 
folgende Befunde hingewiesen : Abb. 27. Versuchsbedingung V 3. P-Werte: 


siehe Abb. 26. 


Forderung des Keimschlauches 
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Abb. 28. Versuchsbedingung V 9. P-Werte: Abb. 29. Versuchsbedingung VN 2. P-Werte 
0,01; 0,005; 0,3; 0,3. 0,2; < 0,0027; < 0,0027; 0,003. 
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Abb. 30. Versuchsbedingung VN 4. P-Werte: Abb. 31. Versuchsbedingung N 1. P-Werte: 
< 0,0027; 0,2; 0,09; 0,01. 0,5; 0,8; 0,01; <0,0027. 


Abb. 27—31. Zusammenstellung der unter gleichen Lichtbedingungen erhaltenen Kurvenbilder der 
Befallsintensitiiten (Mittelwertkurve ausgezogen) und der Férderungsquotienten (gestrichelt) aus 
den Sporenkeimungsversuchen. Die Férderungsquotienten wurden mit umgekehrtem Mafstab auf 
der Ordinate aufgetragen. Die P-Werte gelten nur fiir die Differenzen der Férderungsquotienten. 
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1. Die Wachstumskurven der auf Wasser-Agar gekeimten Sporen 
hatten in verschiedenen Versuchen nicht den gleichen Verlauf. 

2. Dasselbe gilt fiir die Keimschlauchlangen auf Lecithin-Fructose- 
Agar. 

3. Allen Versuchen gemeinsam war eine sehr geringe Keimschlauch- 
lange all der Sporen, deren Wirtspflanzen zu irgendeiner Zeit im 2 Std- 
Tag gestanden hatten. Zugleich erwiesen sich diese Sporen fast ausnahms- 
los als maximal gefordert. 

Es mu also angenommen werden, da der physiologische Zustand 
der Wirtspflanze, der in irgendeiner Weise auf die Sporen tibertragen und 
in ihnen festgelegt ist, sich ganz spezifisch in der Férderung dieser 
Sporen auf einem nahrstoffreichen Agar auswirkt. 

Geht man von der einfachen Vorstellung aus, daB die Sporen, die durch 
Lecithin und Fructose stimuliert werden kénnen, von der Wirtspflanze 
mangelhaft ausgestattet sind, so lieBe sich folgern, daB auf einem nahr- 
stoffarmen Blatt Sporen gebildet werden, die ungeachtet sonstiger, die 
Keimung fordernder Potenzen einen hohen Férderungsquotienten haben. 
Wenn andererseits die Intensititsverschiebungen des Pilzbefalls unter 
verschiedenen Photoperioden nihrstoffabhaingig sein sollten, so miiBte 
zwischen den Befalls- und Férderungskurven folgender Zusammenhang 
bestehen: 


Niedriger Nahrstoffgehalt kénnte zu einem geringen Befall 
und zu einer hohen Férderung der Sporenkeimung fiihren. 
_ Tabelle 5. Forderungsquotienten von Sporen, die auf verschieden alten, im Langtag 


(17:7) und Kurztag (7:17) aufgewachsenen Pflanzen gebildet worden waren. 
Gesamt-P (Langtag) 0,0027; (Kurtzag) 0,009. 


Alter der Mittelwerte der Férderungsquotienten 
Wirts- 
pflanzen im Langtag im Kurztag 
5 Tage 1,28 + 0,05 1,27 + 0,07 
lie 1,59 + 0,06 1,49 + 0,07 
Dia s.s 1,13 + 0,05 1,19 + 0,07 
15 1,46 + 0,05 1,32 + 0,07 
5 1,01 + 0,05 1,25 + 0,09 
"15 1,19 + 0,05 1,45 + 0,11 


Zur Ergiinzung der Versuche, in denen die Befallsintensitat ein 
Kriterium fiir die Wirksamkeit der photoperiodischen Behandlung und 
altersmaiBigen Abstufung der Versuchspflanzen abgab, wurden Keim- 
versuche mit Sporen angestellt, die im Langtag (17 Std Licht) und im 
Kurztag (7 Std) auf verschieden alten Pflanzen gebildet worden waren. 
Die dreifach wiederholten Versuche, die in der Tab. 5 zusammengestellt 
sind, ergaben fiir den Kurztag Verhiiltnisse, wie sie aus den Infektions- 
versuchen zu erwarten waren: Hohe Férderung der Keimschlauchlange 
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bei alten Pflanzen, geringe bei jungen Pflanzen. Zu gleichen Ergebnissen 
kommt man auch bei den im Langtag aufgezogenen Pflanzen. Es ist 
mithin naheliegend, da® fiir die giinstige Entwicklung des Pilzes auf 
gealterten Langtagpflanzen der Ernahrungsfaktor nicht herangezogen 
werden darf. 


3. Untersuchungen iiber die stoffliche Zusammensetzung der 
gesunden Wirtspflanze unter verschiedenen photoperiodi- 
schen Bedingungen. 


Uber die biochemischen Verhiltnisse in den photoperiodisch be- 
handelten Pflanzen, die sich vielleicht auf die parasitischen Pilze aus- 
wirken konnten, 1a Bt sich wenig aussagen. 

In alteren Arbeiten (ARTHUR, GUTHRIE und NEWELL 1930, Hurp-KaRrReR und 
Dickson 1934) wird fiir Gerste und Weizen berichtet, daB die Pflanzen im Kurztag 
(7 Lst.) den héchsten Gehalt an Gesamtstickstoff haben, daB dieser gegen den 
Langtag abnimmt, bei 17 Lst. ein Minimum hat und von da an wieder ansteigt, 
wenn die Pflanzen linger als 17 Std belichtet werden. Die Gesamtkohlenhydrate 
stiegen hingegen bis zu 17 Lst. an, dann erfolgte der Abfall tiber 19 nach 24 Lst. 

Nach eigenen Untersuchungen an den Primarblattern der Gerste folgte 
sowohl der prozentuale Anteil an Trockensubstanz als auch der Gehalt an 
Assimilationsfarbstoffen der Kohlehydratkurve (Tab. 6). 


Tabelle 6. Assimilationsfarbstoffe und Trockensubstanz ber Pflanzen verschiedener 
photoperiodischer Vorbehandlung. 


Assimilationsfarbstoffe, 
bezogen auf Frischgewicht Trockensubstanz 

Photo- Anzahl der Extinktion Anzahl der Prozentualer Anteil 
periode Versuche der Lésung Hinzelpflanzen Trockensubstanz 

2:22 3 30,7 + 0,9 101 5,9 + 0,11 

7:11 3 51,5 + 0,8 101 6,3 + 0,11 
12:12 3 57,2 + 0,1 114 6,9 + 0,10 
Ps 3 63,2 + 0,9 128 7,7 + 0,14 
222 2 3 56,7 + 1,2 96 6,3 + 0,11 


Die Pflanzen waren zum Zeitpunkt der Analyse 15 Tage alt, sie standen 
wihrend der ganzen Zeit unter den angegebenen Lichtbedingungen. 
Direkte Beziehungen zu den Befallskurven ergaben sich nicht. 

In der Annahme, daf den Vitaminen eventuell auch fiir die Entwicklung von 
obligaten Parasiten (vgl. hierzu Arbeiten von Gorrites und Harr 1943, Hasse- 
BRAUK 1950/51, Pryor 1942) eine Bedeutung zukommen konnte, wurde der Gehalt 
an Riboflavin, Nicotinsiure und Pantothensiure in den unbeimpften Pflanzen 
10 Tage nach dem Auflaufen bestimmt (Methoden siehe bei Gyorey 1951). 

In Tab. 7 sind Mittelwerte des Vitamingehaltes in y/g Trockengewicht 
aus 4—5 Einzelbestimmungen, die aber an demselben Pflanzenmaterial 
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gewonnen wurden, zusammengestellt. Auch aus diesen Analysen er- 
gaben sich keine Hinweise fiir die Erklirung der entsprechenden Be- | 


fallskurven. 


Tabelle 7. Gehalt an Riboflavin, Nicotinsiure und Pantothensdure in Pflanzen 
verschiedener photoperiodischer Vorbehandlung in y/g Trockengewicht. 


Photoperiode Riboflavin | Nicotinsaiure | Pantothensaure 
2:22 15,9 | 43,4 ' 24,2 
7:17 =~ | 50,3 15,9 

12:12 20,4 | 44,8 . 26,6 
17: 7 22.5 | 41,7 29.5 
22: 2 17,8 50,0 | 18,8 


Da der Wassergehalt sich als sehr unterschiedlich unter verschiedenen 
photoperiodischen Bedingungen erwies, war eine Bestimmung der 
osmotischen Werte (kryoskopische Methode) in den Blattern von Inter- 
esse. Die Pflanzen waren am Tage der Bestimmung 10 Tage alt. Wegen 
der weitgehenden Parallelitét der Werte wurden die osmotischen Werte 
in Tab.8 neben die der Trockengewichte gestellt. Zu den Befalls- 
intensitaten besteht jedoch auch hier keine eindeutige Beziehung. 


Tabelle 8. Osmotischer Wert und Trockengewicht von Pflanzen verschiedener 
photoperiodischer Vorbehandlung. 


reas Trockengewicht 
; nzah 3 ische Werte 
Photoperiode qeeeVeenhahi wml erte | = Ansaht-aer je Rinsclbiat 
2:22 2 7,41 + 0,00 101 8,77 S=, 0.16 
ye 2 7,59 + 0,08 101 10,03 + 0,18 
12:12 2 | 7,90+ 0,01 114 10,35 + 0,15 
eet: 2 | 7,61 + 0,05 128 9,14 + 0,16 
22: 2 2 7,72 + 0,01 96 9,50 + 0,17 


Aus den Ergebnissen dieser orientierenden Untersuchungen wird — 
selbst unter der Voraussetzung, daB an der unterschiedlichen Intensitat 
des Befalls keine Abwehrreaktionen der Pflanze beteiligt sind — deutlich, 
daB die Beziehungen zwischen Wirt und Parasit recht komplizierter 
Natur sind und nicht mit groben Methoden analysiert werden kénnen. 


Il. Besprechung der Ergebnisse. 

Die bei den vorstehenden Versuchen benutzte Methode der rein zahlen- 
mifBigen Erfassung eines Krankheitsbildes ist nur dann anwendbar, 
wenn die Symptome im Typ einheitlich und nur in ihrer Intensitiat ver- 
schiebbar sind. Solche Verhiiltnisse liegen mit hoher Wahrscheinlichkeit 
dort vor, wo bei eusymbiontischen Partnern (GAUMANN 1951) die 


a 
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Reaktionsnorm durch den Typ IV! starr festgelegt ist (stabile Systeme). 
Da die Sommergerste ,,Morgenrot‘‘ unter normalen Bedingungen gegen 
den Mehltau hoch anfallig ist (Typ IV), sind die Intensitatsverschiebun- 
gen als solche verstindlich, denn modifizierte Umweltbedingungen ver- 
mégen hier — sowie bei starken Uberempfindlichkeitsreaktionen para- 
biontischer Systeme — den Typ nicht mehr zu beeinflussen. 


a) Photoperiode vor und nach dem Impfen. 


Die Ergebnisse der Versuche VN 1—VN 3 (vgl. Abb. 32) zeigen deut- 
lich die Tageslingenabhingigkeit des Mehltaubefalls: Die Langtag- 


Befoll 


Sx Sole 


Abb. 32. Dreidimensionale Darstellung der Befallsintensitaét aus den Versuchen VN 1 bis VN 4. 


pflanze Gerste war im 7stiindigen Kurztag sehr stark anfallig?. Je langer 
die Dauer der tiglichen Belichtung wurde, um so mehr ging der Befall 
(mit einer Ausnahme) zuriick. Diese ganz allgemeine Beobachtung ist 
schon wiederholt bei den Langtagpflanzen 7'riticum, Solanum tuberosum 
und S.lycopersicum gemacht worden (GALLEGLY und WALKER 1949, 
GRECHUSHNIKOV 1939, GRAINGER 1947, JoHNSON und NeEwron 1940, 
VoLK 1931). 

In einigen Arbeiten finden sich auch Angaben tiber den HinfluB der 
Lichtintensitaét auf den Mehltaubefall; sie stimmen darin tiberein, daB bei 
hohen Lichtstirken der Befall gering, bei niedrigen gro war (HONECKER 
1934, TapKE 1951, VoLK 1931). 


Diese Resultate zeigen eine auffallige Parallelitat zum C/N-Verhaltnis in der 
Wirtspflanze. Nach den oben zitierten Autoren ist der Gesamtstickstoff einer 


Bix Nach den von HonecKeEr (1937) gebrauchten Kennzahlen des Krankheitsbildes 
(siehe auch bei GAumANN 1951, RommeER, Fucus und IsENBECK 1938). 
2 Uber das Verhalten im 2 Std-Tag siehe unten. 
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Getreidepflanze um so geringer, je langer der Tag ist, in dem sie gewachsen ist. Es_ 
bediirfte jedoch genauerer Untersuchungen, ehe sich tiber mégliche Zusammenhange — 


Naheres sagen lieBe. | 
In ganz andere Richtung weisen die Versuche von GRECHUSHNIKOV (1939): 


Kartoffelsorten mit hoher Peroxydase- und Cystoamylaseaktivitat erwiesen sich als 
hochresistent, solche mit geringer Aktivitat als anfallig gegen Phytophthora 
infestans (siehe auch bei KAMMERMANN 1953). Im Langtag war die Fermentaktivitat 
stets sehr lebhaft (vgl. CasLacHJAN u. ALEXANDROVSKAJA 1935), so daB dort die— 
Krankheitsresistenz auch gro& war. Dies ist, soweit es sich iiberblicken laBt, der 
einzige Fall, in dem eine Korrelation der Anfalligkeit unter bestimmten photo- 
periodischen Bedingungen mit biochemischen Indicatoren wahrscheinlich gemacht 
werden konnte. 

Unter den 5 Photoperioden der VN-Versuche nimmt der extreme 
2stiindige Kurztag eine Sonderstellung ein. Die Ursache fiir die geringen 
Befallswerte liegt hier wahrscheinlich ganz einfach im Nahrungsmangel’. 
Bei nur 2stiindiger taglicher Belichtung diirfte die Photosynthese nicht 
ausreichen, um die notwendigen Assimilate zu schaffen, so daB der Wirt 
und mit ihm auch der Parasit hungert. 

Zu dieser Annahme passen gut die Feststellungen vOn CHEREWICK (1944), REED 
(1914) und Vork (1931), daB Dauerverdunklung die Entwicklung des Mehltaus 
unterdriickt?. Die Bedeutung der Reservestoffe geht auch eindeutig aus den Er- 
nahrungsversuchen (8. 300) hervor: Blattstiicke etiolierter Pflanzen ergaben im 
Dunkel auf Wasser geringen Befall, mit Zuckerlésung behandelte dagegen hohen. 

Den Folgerungen iiber die Rolle der organischen Nihrstoffe scheinen 
nun allerdings die Befallswerte im 17stiindigen Langtag zu widerspre- 
chen: Im Langtag stand dem Pilz ja reichlich Zucker zur Verfiigung, 
dennoch war der Befall gering. Es war auch nicht mdglich, diesen 
geringen Befall durch Zuckergaben zu beheben, so da man wohl an- 
nehmen mu, daB Zucker nur dann einen direkten EinfluB hat, wenn er 
als axenischer Faktor (GAUMANN 1951) im Minimum ist. 

Der bisher auBer Betracht gelassene Versuch VN 4 (Abb. 10) bot ein 
anderes Bild. Im 17- und 22 Std-Tag lag der Befall hier wesentlich héher 
als im 12 Std-Tag. Zum Verstindnis hierfiir kénnen folgende Beobach- 
tungen herangezogen werden: 

1, Vom 13. Tage nach dem Auflaufen an ist das Primarblatt ,,reif‘. Es bleibt in 
diesem Zustand 10 Tage, dann erfolgt Alterung (nach Atmungsmessungen von 
Durr und Forwarp 1949). 

2. Die Primarblatter trocknen gegen Ende des Versuches ein und vergilben. 

Das Primirblatt ist also wahrscheinlich unter Langtagbedingungen 
nach 15 + 8 Tagen am Ende seiner Lebensfaihigkeit. Um diese Annahme 


 Vgl. die Untersuchungen von YEmm (1950) und McKee (1950) sowie von DuFF 
und Forwarp (1949) iiber den Gehalt an organischer Substanz bei etiolierten 
Getreidekeimlingen. 

* Dabei kann der Chlorophyllmangel als solcher, der bei Verdunklung oder zu 
kurzer taglicher Belichtung eintritt, nicht die maBgebliche Ursache fiir das kiimmer- 
liche Wachstum des Pilzes sein, denn HAMMARLUND (1925) erhielt auf einer norma- 
len und einer chlorophyllarmen Gerste gleich gute Infektionen. 
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zu sichern, sind die in Abb. 11 zusammengestellten Versuche durch- 
gefiihrt worden; sie zeigen, da8 unter den gegebenen Bedingungen die 
Primirblatter eine hohe Altersanfalligkeit aufweisen. 

Mit Ausnahme der etiolierten und im Langtag gealterten Blatter zeich- 
net sich also in der Versuchsgruppe VN hoher Befall im Kurztag und bei 
jungen Blattern, geringer Befall im Langtag und bei alten Blattern ab. 


b) Photoperiode nur vor dem Impfen. 


Betrachtet man die Ergebnisse der Versuche V 1—V 11 in den 4 
Gruppen: 

1. Photoperiode sofort nach dem Auflaufen (V 1—V 4) 

2. vor der Photoperiode 5 Normaltage (V 5—V 7), 

3. vor der Photoperiode 10 Normaltage (V 8—V 10), 

4. nach der Photoperiode vor dem Impfen 5 Normaltage (V 11), so ist 
in der ersten Gruppe (siehe Abb. 33) der iiberraschendste Befund der 
starke Anstieg des Befalls im 2 Std-Tag mit zunehmender Anzahl der 
Tage photoperiodischer Behandlung vor dem Impfen. Zum Verstiandnis 
hierfiir konnen Ergebnisse von GassneR und Gorzx (1934) herangezogen 
werden: 

Im 2 Std-Tag aufgezogene Pflanzen beginnen nach der Ubertragung in 
den Normaltag sofort mit der Chlorophyllbildung (siehe auch BARREN- 
SCHEEN, Pany und Srp 1942), Assimilation und Transpiration. 

In den Versuchen V 1—V 4 liegen die Verhaltnisse demnach wohl 
folgendermaBen : 


> 


1. In den Pflanzen herrscht durch den 2stiindigen Tag Hungerzustand und 
dadurch spater Hemmung der Pilzentwicklung. 

2. Je langer das Hungern vor dem Impfen dauert, desto starker muB spater die 
Hemmung des Pilzes sein. 

3. Im anschlieBenden Normaltag tritt Erholung von der Hungerperiode ein!. Sie 
wird um so schwerer in Gang kommen, je langer das Hungern im 2 Std-Tag gedauert 
hat; sie diirfte aber fiir den Pilz héchstens zu den gleichen Lebensbedingungen 
fiihren wie er sie auf den 7 Std-Pflanzen findet (auch sie wurden in den Normaltag 
iiberfiihrt), — sofern die Pilzentwicklung allein vom Kohlenhydratspiegel abhinge. 
Tatsachlich entwickelt er sich aber starker. 

4. Also kann das gute Wachstum des Pilzes nicht nur von der Menge der Assi- 
milate abhangen, sondern durch das lange Hungern der Wirtspflanze muB irgend 
eine, das Pilzwachstum stark fordernde Konstellation entstanden sein. 

5. Sie wird verstandlich, wenn wir neben der aushungernden Wirkung des 2 Std- 
Tages auch noch eine ,,Schadigung‘‘ der Wirtspflanze annehmen und die weitere 
Annahme machen, da8 durch die Schadigung die Pilzentwicklung besonders giinstig 
beeinfluBt wiirde. 


1 Auch die Entwicklung von Viren wird durch prainfektionelle Verdunklung der 
Wirtspflanzen stark begiinstigt (BAwDEN und RopeErts 1947, 1948, Scowarrz und 
Cuzin 1950, Scuwartz, Cuzin und RENNIER 1952, YaRwoop 1952, Smui und 
WALKER 1952). Bei photoperiodischer Behandlung kann es zu unterschiedlicher 
Symptomauspragung der Viren kommen (Mc Kinney 1937, Pound und Cuxo 1952). 


arg 
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Es wird noch zu zeigen sein, da einer Schidigung oder Schwachung 
fiir die Héhe der Befallsintensitat eine dem Nahrstoffspiegel tibergeord- 
nete Bedeutung zukommt. 


Fiir den relativ geringen Befall bei 7 gegeniiber 12 Lichtstunden in V 2 und V 3 
(Abb. 15 u. 16) liegt keine experimentell begriindete Erklarung vor. Die Tendenz ist 
zwar in beiden Versuchen die gleiche, sie ist jedoch statistisch nicht zu sichern. 
Dehnt man aber die Dauer der photoperiodischen Behandlung geniigend lange aus 


V7 


Abb. 33. Dreidimensionale Darstellung der Befallsintensitit aus den Versuchen V1 bis V 4. 


(15 Tage in V 4, Abb. 17), so verschwindet die Sonderstellung der 7 Std-Pflanzen 
vollig, der Befallswert ist nun gréBer als im 12 Std-Tag, die Tendenz der VN- 
Versuche 7 > 12 > 17 ist erreicht. Eine allgemeine Bestitigung dieser Ergebnisse 
bieten die Untersuchungen von Foster und WALKER (1949) und GaLLEGLY und 
WALKER (1949). 


Man erkennt weiterhin aus diesen, sowie aus den noch zu besprechenden 
Versuchen V 8, V 9 und V 10, daB: : 


1. der fiir den Krankheitsbefall entscheidende physiologische Zustand 
der Pflanze erst in einem ganz bestimmten Zeitraum ,,geschaffen‘: wird, 
und dah 


2, die Dauer dieser ziemlich triigen Reaktion von den jeweiligen Ver- 
suchsbedingungen abhiingig ist. 


So war z. B. unter den VN-Bedingungen maximaler Befall (im 7 Std-Tag) schon 
nach 10 Tagen erreicht (VN 2, Abb. 8) — zusammengesetzt aus den 7 Tagen 
Pradisposition und bis zum Ende der photoperiodischen Behandlung erginzt durch 
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etwa 3 weitere Tage, die in die Infektionszeit fallen —, wahrend unter V-Bedin- 


gungen mindestens 15 Tage zum ,,Aufbau‘‘ des zur gleichen Befallsintensitat 
fiihrenden Zustandes notwendig waren. 


Kine weitere Abweichung ist der Anstieg des Befalls im 22- gegentiber dem 17 Std- 
Tag (Abb. 14—17). Man konnte an eine Lichtschadigung denken, die sich ahnlich 
wie das Etiolement auswirkt (,,Etiolement vert‘ im Sinne Bonntmrs, 1895), wozu 
auch die Ergebnisse von ArTHuR, GuTHRIE und NEWELL (1930), PrrscHLE und 
WertsteIn (1940) sowie von WiTHROw und Wrrnrow (1949) zu berticksichtigen 
waren. Es lassen sich aber mancherlei Bedenken dagegen anfiihren, so da eine 
endgiiltige Klarung vorlaufig noch nicht méglich ist. : 

Trotz der Schwierigkeit, die pradisponierte Pflanzen einer Inter- 
pretation im einzelnen entgegenstellen, tritt doch die schon friiher heraus- 
gestellte Tendenz — geringer Befall bei langen Tageslangen und alten 
Pflanzen — in der réumlichen Darstellung (Abb. 33) recht deutlich 
hervor. ; 


2. Gruppe: Vor der Photoperiode 5 Normaltage (V 5—V 7). 


Die 5tagige Behandlung der Pflanzen mit dem ,,normalen“ Licht/Dun- 
kel-Wechsel 12:12 vor der photoperiodischen Behandlung und dem 
Impfen war auf die Entwicklung des Pilzes ganz ohne Einflu8. Damit 
wird die Angabe von Rasumovy (1930) bestatigt, wonach eine photo- 
periodische Nachwirkung beim Getreide erst nach 7 Behandlungstagen 
zur Geltung kommt. 


3. Gruppe: Vor der Photoperiode 10 Normaltage (V 8—V 10). 


Wenn die Pflanzen 10 Tage lang im Normaltag gestanden haben, so ist 
zu erwarten, daB der physiologische Zustand ,,Normaltag“ nicht durch 
eine kurzfristige Anderung der taglichen Belichtungsdauer verschoben 
werden kann. Tatsachlich findet man in V 8 (Abb. 21) mit nur 5tagiger 
photoperiodischer Behandlung einen gleich hohen Befall von 12—22 
Lst. mit leichtem Abfall iiber 7 nach 2 Lst. Dieser Abstieg muB auch 
hier als ein Zeichen dafiir gewertet werden, da unter den extremen 
Kurztag-Bedingungen entscheidende Stoffe fehlen. Diese Vorstellung 
lieB sich bereits aus VN 1—VN 4 ableiten. Die Erwartung aber, daB 
sich nach dem erneuten Umstellen in den Normaltag die 2 Std-Pflanzen 
wie in V 1—V 4 (starker Anstieg des Befalls!) verhalten miiBten, ware 
unbegriindet, da nach 10tigiger Vorbehandlung im 12 Std-Tag ein 
extremer Kurztag keine Schadigung des Blattgefiiges durch Etiolement 
mehr hervorrufen kann. 


Dafiir gibt es auch in der Literatur Beispiele. So sind nach Tomas (1921) junge 
Blatter von Apium graveolens, die vor dem Impfen einem 9tagigen Dauerdunkel 
ausgesetzt waren, gegen Septoria apit sehr hoch anfallig, wahrend der Befall in den 


alten Blattern unter den gleichen Bedingungen herabgesetzt war. 

Wurde die Dauer der photoperiodischen Behandlung auf 10 und 15 
Tage verlingert, so setzte sich das Minimum des Befalls bei 17 Lst., 
spiter auch bei 22 Lst., wieder durch. Mit einer irreversiblen Licht- 
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schidigung war aus den oben genannten Griinden auch hier nicht zu 
rechnen. Durch den niedrigen Befall im 2 Std-Tag wird die Interpretation 
von V 8 bestiitigt. Aus der dreidimensionalen Darstellung der Versuche 
V 8—V 10 in Abb. 34 wird wieder die konstant zunehmende Resistenz 
alterer Blatter deutlich. Es besteht darin eine klare Parallele zur Stadien- 


—— 


resistenz, d. h. zu der Beobachtung, daB verschieden alte Gewebe eine 


unterschiedliche Anfalligkeit zeigen (Lit. bei KUDERLING 1936). Die onto- 
genetischen Verschiebungen der Anfilligkeit im Primarblatt geben offen- 
bar bereits ein Bild vom Verhalten der ganzen Pflanze. Die Beziehungen 


Abb. 34. Dreidimensionale Darstellung der Befallsintensitiit aus den Versuchen V 8 bis V 10. 


zwischen alteren Blittern und Langtagbedingungen (in beiden Fallen 
geringer Befall) sind auch eindeutig: Die im Langtag gehaltene Pflanze 
ist ,,physiologisch alter‘. 
4. Gruppe: Nach der Photoperiode und vor dem Impfen 5 
Normaltage (V 11). 

Der Versuch V 11 liefert als Endglied der Versuchsreihe den Beweis 


dafiir, daf8 mindestens tiber 5 Tage eine Nachwirkung besteht, wie sie fiir’ 


die Bliitenbildung auch beim Getreide hinlinglich bekannt ist. Damit 
werden zugleich auch die Ergebnisse von V 8 gestiitzt. Dort hatte sich die 
Normaltaginduktion als sehr dauerhaft erwiesen. 


c) Photoperiode nur nach dem Impfen. 


Das Ergebnis der Versuche, in denen die Pflanzen verschiedenen 
Licht/Dunkel-Rhythmen erst nach dem Impfen ausgesetzt waren, 
brachte eine weitgehende Ubereinstimmung mit Versuch V 9. Diese Tat- 
sache ist nicht tiberraschend, denn beide Versuche haben Wesentliches 
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gemein: die 10tagige Vorbehandlung im Normaltag! Nach dieser Vor- 
behandlung ist es offenbar gleichgiiltig, ob die fiir diese Verhiiltnisse 
verantwortlichen und vom Licht abhangigen Grundlagen im pflanzlichen 
Stoffwechsel vor oder nach dem Impfen geschaffen werden. Hier ergainzen 
sich 4 Versuche in sehr schéner Weise: . 

V 11 1a8t erkennen, daf iiber 5 Tage eine Nachwirkung besteht. N 2 
zeigt, da bei 4tagiger Behandlung nach dem Impfen der Einflu8 der 
Tageslange nachweisbar ist, und V 9 und N 1 bestiitigen diese Befunde 
durch weitgehende Parallelitét der Befallskurven. Man darf aus diesen 
Ergebnissen auBerdem mit groBer Wahrscheinlichkeit schlieBen, daB 

1. das Licht keinen direkten Einflu8 auf den Parasiten ausiibt (Uber- 
einstimmung mit den Versuchen an partiell verdunkelten Blattern) und 
daB 

2. die Vorstellung tiber die Geschwindigkeit der oben als relativ trage 
bezeichneten Reaktion sich schirfer abgrenzen laBt, da einmal der durch 
den direkten EinfluB der Photoperiode induzierte physiologische Zustand 
bereits nach 4 Tagen erreicht sein muB (N 2), und da zum zweiten, um 
uberhaupt wirksam zu werden, nicht mehr als 2—3 Tage zur Verfiigung 
stehen (bis zur Ausbildung der Haustorien). 


In friitheren Arbeiten mit Mehltau (Rrnp 1914, TRELEASE und TRELBASE 1929), 
mit Rosten (Lit. bei HASsEBRAUK 1940a) und anderen Parasiten (POHJAKALLIO u. a. 
1951) wurden meist die Pflanzen nach dem Impfen ins Dauerdunkel gestellt. In fast 
allen Fallen zeigt sich dann geringer Befall, bzw. hohe Inkubationszeitent. Wurde 
die Tageslinge nach dem Impfen variiert (GASSNER und ApprEL 1927, Pratt 1944), 
so wurden die gleichen Ergebnisse wie in den N-Versuchen erzielt. Interessant ist, 
daB Brver (1934) im Langtag eine Verschiebung des Befallstyps von IV auf 0 
bekam. 

Ubertragt man den Befund, daB das Licht wahrscheinlich keinen Kin- 
flu8 auf den Parasiten hat, auf die Versuche der Gruppe VN, so ergibt 
sich die Konsequenz, da die Verschiedenheit der Befallskurven gegen- 
iiber den V-Versuchen nicht in einem zusatzlichen Hinflu8 des Lichtes auf 
den Parasiten zu suchen ist, sondern allein in den oben diskutierten Ver- 


schiebungen des physiologischen Zustandes. 


d) Bemerkungen tiber die Ursachen 
der Intensitétsschwankungen 1m Befall. 


Die Anzahl der Pusteln je Blattflache mu8 abhangen 

A) von der parasitischen Kignung des Erregers, 

B) von der Disposition des Wirtes. 

A ist in jedem Versuch durch das Zusammenwirken zahlreicher Fak- 
toren in den Eigenschaften der Sporensuspension festgelegt. Ist die 


1 Beachtung verdienen in diesem Zusammenhange die Ergebnisse der Arbeiten 
von HassEBravk (1940b) und von Sempio (1939) und die Theorie zur Deutung 


(SemPio 1943a, b; 1946). 
21* 
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Intensitit der Pustelbildung ein Ma fiir die Disposition des Wirtes B, so 
kénnen doch die Ursachen dieser Intensitiitsschwankungen sehr ver- 
schiedener Natur sein. Es kommen in Frage 

1. die axenischen Faktoren der Eindringungs- und Ausbreitungs- 
resistenz, paa 

2. die Abwehrreaktionen der Pflanze. 

Das Verhalten der etiolierten Pflanzen zeigt, daB man ungastliche 
Blatter grundsitzlich (z. B. durch Zuckergaben) in gastliche umstimmen 
kann und damit eine vorhandene Axenie beseitigt. Die Versuche haben 
weiterhin erwiesen, daB auf Pflanzen, die zu irgendeiner Zeit im 2 Std-Tag 
gestanden haben, Sporen mit hohen Férderungsquotienten gebildet 
werden. Oder, von der Seite des Wirtes her betrachtet: Die ttberaus hohe 
Anfilligkeit der im 2 Std-Tag aufgezogenen Pflanzen, die nach dem 
Impfen in den Normaltag gestellt wurden, kann nicht allein auf einer 
Verbesserung der Ernahrungsverhaltnisse beruhen, da dann der Foérde- 
rungsquotient sehr gering sein sollte. Wir miissen also auch aus diesem 
Grunde an einer Schwachung des etiolierten Blattes fiir die Erklairung des 
hohen Befalls festhalten. Unsere Kenntnisse tiber die Eindringungs- 
resistenz bieten hierfiir eine ausreichende Grundlage. 

Wahrend die hohe Jugendanfalligkeit der Gerstenblatter in die Vor- 
stellung geringer Eindringungsresistenz noch aufnehmbar ist, scheint sich 
durch die Moglichkeit, daB in gewissen Fallen auf ein resistentes Zwi- 
schenstadium eine hohe Altersanfalligkeit folgen kann — auch die 
Literatur bietet hierfiir Beispiele (siehe bei GAumann 1951) —, die 
Interpretation zu erschweren. 

Die GewiBheit, daB es im Laufe der Entwicklung eines Blattes, sowie 
unter verschiedenen photoperiodischen Bedingungen, zu wesentlichen 
stofflichen Verschiebungen kommt, kann nicht dazu berechtigen, in 
diesen Verschiebungen allein die Ursachen fiir die Intensitiatsschwan- 
kungen des Befalls zu sehen. Allerdings wird durch die enge Korrelation 
des Befalls mit dem Férderungsquotienten, der das Ergebnis eines sehr 
empfindlich anzeigenden biologischen Testes ist, sehr wahrscheinlich 
gemacht, dais die Ursachen der unterschiedlichen Befallshéhe auf 
axenischen Faktoren beruhen. 


Zusammenfassung. 


1. An Sommergetreide — Hordeum sativum, Sorte ,,Morgenrot‘‘ — als 
Wirt und mit Hrysiphe graminis hordei als Parasiten wurde der EKinflu8 
der Tagesliinge sowie des Alters der Pflanzen auf die Intensitiit des Be- 
falls quantitativ untersucht. Bei den Versuchen kamen 5 verschiedene 
Licht/Dunkel-Rhythmen (zwischen 2 Std Licht mit 22 Std Dunkelheit 
und 22 Std Licht mit 2 Std Dunkelheit) zur Anwendung. 
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2. Die Gerste zeigte im Kurztag (bei 7 Lichtstunden) den héchsten, im 
Langtag (bei 17 Lichtstunden) den geringsten Mehltaubefall. 

3. Junge Blatter hatten unter allen photoperiodischen Bedingungen 
hohe, alte Blatter in der Regel geringe Befallsintensitiaten. 

4. Auf etiolierten Blittern war der Befall gering; als Ursache dafiir 
mu Ausbreitungsresistenz infolge Nahrungsmangels angenommen 
werden. Auch die Eindringungsresistenz war im etiolierten Blatt herab- 
gesetzt. 

5. Photoperiodische Nachwirkungen lieBen sich in der Disposition des 
Wirtes tiber mindestens 8 Tage nachweisen. 

6. Photoperiodische Behandlung, Licht iiberhaupt, iibten keinen 
direkten EinfluB auf die parasitischen Eigenschaften des Pilzes aus. 

7. Uber den physiologischen Zustand der Wirtspflanze unter ver- 
schiedenen photoperiodischen Bedingungen lieBen sich mit Hilfe eines 
Sporenkeimungstestes Aussagen machen, die Riickschliisse auf die Ur- 
sachen der wechselnden Befallsintensitaét zulassen. 


Herrn Prof. Dr. R. Harper verdanke ich die Anregung zu den Versuchen. Fiir 
sein Interesse an der Arbeit und die fordernde Kritik danke igh herzlich. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 


Uber die antagonistische Beeinflussung von Wachstum 
und Atmung bei einigen héheren Pilzen*. 


Von 
GEORG NESEMANN, 


Mit 11 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 26. Juni 1953.) 


Seit Harper (1911) seine Untersuchungen iiber das Verhalten von Pilzen in 
Mischkulturen veréffentlichte, ist, besonders durch die Entdeckung des Penicillins 
angeregt, eine groBe Anzahl holzzerstérender Basidiomyceten auf die Bildung anti- 
biotischer Stoffe untersucht worden (WILKINS u. Harris 1944; Winkrns 1945, 
1946, 1947a, b,c, 1948; Kavanacu 1947; Roppins u. Kavanacu 1947; Merin 
1947; Winkr1ns u. Ress 1950; Kavanacu, Hervey u. Ropsrys 1951; Bose 1953 
u. a.). Doch haben sich nur wenige Arbeiten mit der Bedeutung der antibiotischen 
Stoffe fiir die Pilze selbst befaBt (ZmLLER u. Scumirz 1919; Scumrrz, H. 1925; 
Botue 1928). Dieses Problem hat OppERMANN (1951) in vollem Umfang wieder auf- 
gegriffen und nicht nur das Verhalten einer gréBeren Anzahl héherer Pilze zuein- 
ander untersucht, sondern auch die Voraussetzungen zur Bildung antibiotischer 
Stoffe bei innen sowie deren Bedeutung auf nattirlichem Substrat gezeigt. Es ist 
jedoch nur wenig tiber die physiologischen Vorgange, die z. B. bei der Hemmung 
in Mischkultur zwischen 2 Pilzmycelien ablaufen, bekannt, wenn auch Antago- 
nisten einzelner Stoffwechselvorginge untersucht worden sind (PERLMAN 1948; 
Fries u. Panpers 1950; MAnpELs u. Siu 1950 u. a.) und viele Untersuchungen der 
letzten Jahre sich mit der physiologischen Wirkung der drei wichtigsten anti- 
bakteriellen Stoffe Penicillin, Streptomycin und den Sulfonamiden befassen 
(TscHncHE 1947; Pratt u. Durrenoy 1947; Berkman, Henry, HovusEwRIGHT 
u. Henry 1947; RyBak u. Gros 1948; AuHAGEN 1948; Nrmmo-SmitH 1948; GroRGE 
u. PANDALEI 1949 u. a.). 

In der vorliegenden Arbeit wird versucht, die antibiotischen Be- 
ziehungen zwischen Kumyceten weiter zu klaren. Vor allem wird die Wir- 
kung durch Zersetzung und Stoffwechselprodukte veranderter Nahr- 
lésung von Pilzkulturen auf Wachstum und Atmung einiger anderer 


Basidiomyceten untersucht und die durch letztere wiederum veranderte 
antibiotische Aktivitat der gepriiften Losungen. 


I. Material und Methodik. 


Als Pilze, deren antibiotische Stoffwechselprodukte untersucht werden sollten, 
wurden 6 Basidiomyceten und 1 Ascomycet ausgesucht, die sich nach den Unter- 
suchungen von OPPERMANN (1951) als antibiotisch besonders aktiv erwiesen hatten. 
Es waren dies die Basidiomyceten (der Hinfachheit halber werden im weiteren Text 
nur die Gattungsnamen verwendet) Merulius lacrymans, Polyporus sulfwreus, 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaét der Univer- 
sitat Gottingen. 
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Daedalea quercina, Pholiota mutabilis, Panus conchatus, Lepiota cepaestipes und der 
Ascomycet Xylaria polymorpha. Die Pilze, an denen die Wirkung der Stoffwechsel- 
produkte untersucht werden sollte, muBten sich dagegen durch schnelles, gleich- 
miBiges Wachstum sowie keine oder nur geringe eigene antibiotische Aktivitat 
auszeichnen. Das war der Fall bei den Basidiomyceten Coniophora cerebella (Stamm 
Liese, C57), Polystictus versicolor, Fomes fomentarius, Trametes radiciperda (P 14) 
und Schizophyllum commune. Coniophora und Trametes stammten aus der Samm- 
lung des Forstbotanischen Institutes in Hann. Miinden, Polystictus wurde aus 
Sporen gezogen und zum Paarkernmycel kombiniert, Fomes wurde im Herbst 1950 
aus dem Mycel eines Fruchtkérpers isoliert. Die anderen Stamme waren in der 
Sammlung des Géttinger Institutes vorhanden; sie waren im Herbst 1949 aus 
Fruchtkérpern isoliert worden. In ergaénzenden Versuchen wurden noch Penicilliwm 
spec. und Saccharomyces spec. verwendet. Beide waren aus Luftinfektionen auf 
Agarplatten selbst isoliert. Aus der Sammlung des Institutes stammten auch 
Stiimme von Staphylococcus aureus, Pseudomonas pyocyanea, Bacterium prodigio- 
sum, Bacillus subtilis und Bacillus mycoides. Alle Stammkulturen wurden in Schrag- 
rohrchen gehalten und alle 4 Wochen iibergeimpft. 


1. Die Gewinnung hemmstoffhaltiger Lésungen. 


Die Pilze, deren antibiotische Stoffwechselprodukte untersucht werden sollten, 
wurden in ERLENMEYER-Kolben (300 cm’) auf je 70 cm® 3,5%iger Biomalzlésung 
gezogen. Jeder Kolben wurde, um ein méglichst gleichaltes Mycel zu erhalten, 
mit 3—4 Mycelstiicken beimpft. Die Kulturen wurden bei schwachem diffusem 
Licht und etwa 23° C aufgestellt. Nach Ablauf der Kulturzeit wurde die gebrauchte 
Nahrlésung durch ein Sieb abgegossen, im Vakuum bei 30° C (um empfindliche 
Stoffe nicht zu zerst6ren) so konzentriert, da8 ihr Trockensubstanzgehalt dem einer 
7% igen Malzlosung entsprach! und dann durch ein Membranfilter Nr. 10 steril 
filtriert. Von jeder Losung wurden 3 verschiedene Konzentrationen (meist 100, 
60 und 20%) durch Verdiinnung mit steriler 7% iger Biomalzlésung hergestellt. 
Da das Einengungsverhaltnis 3—3,5:1 war und die Verdiinnung bei Zugabe zum 
Testpilz 3 bzw. 2:5 betrug, lag die urspriingliche Konzentration immer im Unter- 
suchungsbereich. Die Verarbeitung der gebrauchten Lésungen erfolgte so, daB sie 
erst unmittelbar vor ihrer Verwendung im Versuch fertiggestellt wurden. (Diese 
Lésungen werden nachstehend ,,gebrauchte Nahrlésung“, ,,Hemmlésung“ oder 
ahnlich genannt; meist werden sie aber einfach als ,,Lésungen‘‘ mit dem hinzu- 
gesetzten Namen des Pilzes, der auf ihnen gewachsen war, bezeichnet; z. B. ,,Meru- 
lius-Losung* ist also die aus einer Merulius-Kultur stammende Nahrlésung.) 


2. Die Messung der durch die Testpilze gebildeten Atmungskohlensiure. 


Da die Atmung der Pilze iiber lingere Zeit verfolgt werden sollte, wurde nicht 
mit einer WARBURG-Apparatur gearbeitet, sondern die in den KulturgefaiBen durch 
die Atmung der Pilze entstandene Kohlensiure wurde in Abstinden von 12 Std 
(das erstemal 24 Std nach Beimpfung) durch Durchleiten von je 5 Litern Luft 
herausgespiilt. Diese Luft war vorher durch Passieren zweier Tiirme mit granu- 
liertem KOH und einer Waschflasche mit KOH-Liésung CO,-frei gemacht worden, 
zum Anwirmen im Thermostaten durch eine 2 m lange diinne, in einem Wasserbad 
liegende spiralige Kupferréhre und zum Erreichen der notwendigen hohen Luft- 
feuchtigkeit (iiber 95% nach BavenpamM u. RercuEr 1938 und THEpEN 1941) 
durch eine Waschflasche mit Aq. bidest. geleitet worden. Uber eine Verteilungs- 


* Die Trockensubstanz des Biomalz besteht zu 96% aus Kohlenhydraten und 
hat sich in den Versuchen als MaB des Nahrwertes gut bewahrt. 
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_ anlage wurde sie zu den Kulturen (Durchstromungsgeschwindigkeit: 0,2 Liter/min) 
und von dort direkt wieder aus dem Thermostaten geleitet. Die Messung der CO,- 
Mengen erfolgte konduktometrisch (FRIEDMANN 1933; JANDER u. Prunp 1934; 
BEILeER u. Scuwarz 1937; FerpBace 1939; J. Scumrrz 1951 u. a.). Die Anordnung 
war die gleiche wie bei Scumrrz: Absorption der Kohlensaure in Ba(OH),-Lésung 
und Messung der sich dadurch andernden Leitfaihigkeit der Lauge mit Hilfe der 
Wueatstonschen Briickenschaltung. Zur Nulleinstellung der Briicke wurde an- 
fangs ein Kopfhérer, spater ein ,,magisches Auge‘‘ verwendet, das durch einen 
Transformator und eine Verstarkerrdhre hochempfindlich gemacht war. 


Zu jedem Atmungsversuch wurden 16 Kulturen verwendet (je 4 fiir die zu 
priifenden 3 Konzentrationen der Lésungen und die Kontrolle). Die Luftleitungen 
waren so geschaltet, daB immer 4 Kulturen zugleich durchstrémt werden konnten. 


3. Die Kultur der Testpilze. 


Die Wirkung der Hemmstoffe sollte auf die gebildete Mycelmenge, die Aus- 
breitung des Mycels (in der Literatur meist als Wachstumsgeschwindigkeit be- 
zeichnet) und die CO,-Atmung in gleichmaBigem Wachstum befindlicher Pilze 
gleichzeitig gemessen werden}. Die Pilze wuchsen deshalb auf fliissigem Substrat 
als Oberflachenkultur. Bei Einimpfung in der Mitte kann man dabei sowohl die 
Zunahme des Koloniedurchmessers als auch das Mycelgewicht bestimmen, und das 
Wachstum ist fast unabhangig von der Lésung der Gase in der Nahrlésung (siehe 
PERLMAN 1949). Von Nachteil ist, da8 Luftmycel und submerses Mycel sich physio- 
logisch verschieden verhalten konnen (KLUYVER u. PERQUIN 1933; DaRBy u. Gop- 
DARD 1950). 


In sterile ERLENMEYER-Kolben (300 cm’) wurden je 50 cm® 7%iger Biomalz- 
losung gefiillt, die im Autoklaven sterilisiert worden war. Die Kolben wurden mit 
3fach durchbrochenen Stopfen aus rotem Gummi?, durch die 3 Glasrohre ftihrten, 
luftdicht verschlossen. 2 der Glasrohre dienten zum Ein- und Ableiten der Luft 
fiir die Atmungsuntersuchung. Das dritte war unten auf 2—3 mm Starke ausge- 
zogen und reichte in der Mitte des Kolbens bis unmittelbar iiber den Boden; es 
diente sowohl zur Zufiihrung der zu priifenden Lésungen, die in geeigneter Weise 
steril eingeleitet wurden, als auch zum Halten des darauf gespieBten Impfstiickes. 
Die Impfstiicke wurden am Rande von Agarplatten (20 cm* Malzagar in PErrt- 
Schalen), die genau in der Mitte mit einem Mycelstiick des Testpilzes geimpft 
worden waren, nach Bewuchs der Oberflaiche (je nach Art in 5—7 Tagen) mit 
einem Korkbohrer von 13mm Durchmesser ausgestochen. Sofort nach dem Be- 
impfen wurden die Kulturen in den Thermostaten gestellt (Temperatur 25 + 0,25°C), 
die Luftleitungen angeschlossen und die Luftdichtigkeit kontrolliert. 36 Std nach 
dem Beimpfen, unmittelbar nach der 2. Atmungsmessung, wurden den Kulturen 
30 cm der zu priifenden Lésungen (in einigen Fallen nur 20) mit einer geeigneten 
Vorrichtung steril zugesetzt (in den Kontrollen 7%ige Biomalzlésung), nachdem 
zuvor die entsprechende Menge Nahrlésung abgesaugt worden war*. Die Kulturen 


1 Die Empfindlichkeit gegen Antibiotica kann in den einzelnen Entwicklungs- 
abschnitten einer Kultur sehr verschieden sein (z. B. Tamiya, Vortrag auf dem 
7. Internationalen Botaniker-KongreB in Stockholm 1950). 

2 Schwarze Gummistopfen hatten sich als giftig erwiesen (siehe auch Mymrs 
u. CLARK 1944). 

3 Versuche mit Methylenblaulésungen ergaben, daB durch mehrfaches An- 
saugen und HinflieBen eine gleichmaBige Durchmischung der gesamten Nahr- 
lésung stattfand. In Kontrollversuchen lie8 sich keinerlei Stérung von Wachstum 
oder Atmung durch diese Manipulation feststellen. 
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von Schizophyllum wurden 24 Std-nach Zusatz der Lésungen abgeerntet, da durch 
das intensive Wachstum sonst die Kapazitét der Apparatur iiberschritten worden 
wire, die der anderen Pilze 48 Std nach Zusatz. Die Kolben wurden sofort nach 
Herausnahme aus dem Thermostaten auf Millimeterpapier gestellt, der Durch- 
messer des Mycels in 4 verschiedenen Richtungen gemessen und darauf nach mehr- 
fachem Waschen mit Aq. dest. das Trockengewicht des Mycels bestimmt. Nach 
Messung der pa-Werte mit Merck-Indikatorpapier, wurden die Nahrlésungen der 
4 Kolben jeder Konzentrationsserie zusammengegossen und zur Bestimmung des 
restlichen Hemmstoffgehaltes im Lochtest 10 cm* entnommen. 

In Untersuchungen, die nur der Wachstumsmessung dienten, war die Kultur 
grundsatzlich die gleiche wie vorstehend, nur die Durchliiftung entfiel. 


4, Bestimmung der Hemmstoffkonzentration im Lochtest. 


Bei Anwendung des Lochtestes (FLEMMING 1946; WinKkrns 1949; OPPERMANN 
1951 u.a.) zur Messung der Hemmstoffkonzentrationen wurden Prrri-Schalen 
mit ebenem Boden mit 20 cm® Nahragar (5% Malzextr., 1,8% Fadenagar) gefiillt und 
in der Mitte mit einem Mycelstiick von Polystictus beimpft!. Nach 48 Std bei 25° C 
betrug der Myceldurchmesser etwa 3 cm; nun wurde der Mycelrand mit Tite auf 
die Unterseite der Schale gezeichnet. 1 cm vor dem Rand wurde in den Agar ein 
Loch von 9mm Durchmesser gestanzt und dieses mit 0,2 cm® der zu priifenden 
Loésung gefiillt. Nach 24 Std betrug der Neuzuwachs auf dem freien Agar etwa 
11 mm; gegen das Loch war er, wenn die eingefiillte Fliissigkeit hemmend wirkte, 


geringer. 
Das Vorhiltnis Zuwachs in Richtung auf das Loch 
Zuwachs auf freiem Agar 
24 Std) wurde als Ma der Hemmung benutzt und mit OPPERMANN 
(1951) als ,,antibiotischer Quotient (AQ) bezeichnet. 


Der antibiotische Quotient ist jedoch nicht der Konzentration der Hemmstoffe 
proportional. Bestimmt man die antibiotischen Quotienten fiir verschiedene Ver- 
diinnungsgrade einer Hemmldésung, so ergeben sich z. B. fiir Merulius-Lésung die 
Werte in Tab. 1. 


- 100 (gemessen nach 


Tabelle 1. Mycelzwwachs von Polystictus und Bestimmung des AQ gegen 4 Verdiin- 
nungsgrade einer Merulius-Ndhrlésung im Lochtest (4 Parallelkulturen). 


Konzentration: 100% 80% 60% 40% 
Verhaltnis des Zuwach- 6 :1l 6,5:11 7,0: 10,5 8 :l1l 
ses in Richtung auf das On OL 6,5:11 Tie SN Sead 
Loch zum Zuwachs auf 6 ;10,5 6,5:11 7,5: 11 8 311 
freiem Agar in mm: 6,5:11 Lot 7,0:11 8 :10,5 

Summe:;: 24,5:43,5 26,5:43,5 29,0:43,5 32,0:43,5 
Antibiotischer 
Quotient: 56 61 67 74 


Um zu einem absoluten Mai der Hemmstoffkonzentration zu ge- 
langen, wurde die Hemmstoffmenge, die unter den oben geschilderten 


+ Dieser Pilz erméglicht bei der scharfen Begrenzung seines Mycelrandes genaue 
Ablesung des Wachstums und ist nach OppERMANN (1951) gegen die zu priifenden 
Hemmstoffe empfindlich. 
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Bedingungen im Lochtest einen antibiotischen Quotienten von 56 ergab, 
gleich 20 Einheiten gesetzt, was einer Konzentration von 100 Einheiten 
je Kubikzentimeter (E/cm?*) entspricht (siehe auch FLEMMING 1946). 


Wahlt man fiir die Hemmstoffe der tibrigen untersuchten Lésungen den gleichen 
Bezugspunkt (AQ 56 = 20 E), so ergeben sich bei der Verdiinnung gleichlaufende 
Kurven, wie es in Abb. 1 auch von Daedalea- und Xylaria-Lisung dargestellt ist. 
Alle Hemmstoffmengen wurden darum mit Hilfe der Kurve in Abb. 1 bestimmt; 
doch ist den verschiedenen Hemmstoffen bei gleicher Anzahl von Einheiten nur 
gemeinsam, daf sie im Lochtest den gleichen AQ ergaben. 

Von jeder zu messenden Konzentration wurden 4 Perrr-Schalen angesetzt und 
daraus der Mittelwert genommen (Beispiel Tab. 1). Trotzdem mu8 man mit einem 
Fehler bis + 10% rechnen (FLumMrne 1946 gibt 15—20% an). Da die Ablesege- ° 
nauigkeit im Bereich eines 
antibiotischen Quotienten von 
90—60 am grdBten ist, wur- 
den in den Versuchen so weit 
als méglich die Konzentratio- 
nen durch Hinengen oder Ver- 
diinnen auf diesen Bereich ein- 
gestellt und dann dieAusgangs- 
konzentration berechnet. 

Im px-Bereich 2,0—5,6 
wirkte eine mit HCl oder Oxal- 
sdure versetzte 59%ige Malz- 100 
lésung nicht hemmend, daher On 20) YO 608 80 00 5720 140 160 780 200 

De Hemmstofkonzentrotion Einh. [om 
ore Roh rasaure  dipases Abb. 1. Werte der antibiotischen Quotienten bei ver- 
mit KOH aut PH 2 5 gep uffert. pehledenen Konzentrationen von Merulius-( x), 
Lésungen mit px > 5,6 lagen Daedalea- (0) und Xylaria- (+) Lésungen. 
nicht vor (siehe aber S. 341). 

Hemmung durch Anderung des osmotischen Wertes traten erst auf, 
wenn die zu priifenden Lésungen iiber 40% Malzextrakt enthielten. 

AuBer wachstumshemmenden Stoffen lassen sich bei Verwendung geeigneter 
Indikatoren auch andere Substanzen im Lochtest nachweisen. So lassen sich durch 
heterotrophe Mikroorganismen Vitaminkonzentrationen bestimmen (HarR- 
RISON, Lexs u. Woop 1951; Pricr 1948). Dabei ist der Radius der Wachstumszone 
proportional dem Logarithmus der Konzentration (PRicE 1948). Setzt man 0,2% 
Ca(HCO,), zum Agar, so 1aBt sich in gleicher Weise durch den gebildeten Triibungs- 
hof die Konzentration von Sauren, besonders der Gehalt an freier Oxalsaure, 
messen, wenn ihre Ca-Salze unloslich sind. Enzymkonzentrationen lassen sich 
durch Farbstoffindikatoren bestimmen (BAVENDAMM 1928, 1939; OPPERMANN 1951). 
Dabei ist es zweckmaBig in die Licher ausgestanzte Mycelstiicke zu setzen. 

Alle diese Methoden wurden verwendet. 
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II. Vorversuche. 
1. Zeitliches Auftreten der Hemmstoffe in der Nahrlésung. 


Mehreren Autoren zufolge werden Hemmstoffe nur in bestimmtem 
Alter der Kultur in gréBerer Menge angereichert (Cook u. Lacry 1945; 
Boss 1947 u.1953; Dutanry, Hopexs u. Pertman 1947; Lutia 1949; 
OPpPERMANN 195] u. a.), da sie nur von bestimmten Bezirken des Mycels 
gebildet werden (WHINFIELD 1949). Um zu einer maximalen Hemm- 


394 G. NESEMANN: 


stoffausbeute zu gelangen, wurde darum die Anderung der Konzentra- 
tion im Verlaufe der Kultur verfolgt. 

Von jedem zu untersuchenden Pilz wurden 4 gleiche Kulturen angesetzt. Sie 
wurden im Thermostaten bei 25° C gehalten, Merulius bei 20°. In regelmaBigen Ab- 
stiinden wurden aus allen 4 einige Kubikzentimeter entnommen, gemischt, davon 
10 cm auf 2—3 eingeengt und die Hemmstoffkonzentration im Lochtest bestimmt. 

Ihrem Verhalten nach lassen sich 3 Gruppen unterscheiden (Abb. 2): 

1. In der Kulturlésung von Merulius und Daedalea wurde der Hemm- 
stoff im Laufe des Wachstums angereichert und die nach 2—3 Wochen 
erreichte Maximal-Konzentration iiber lange Zeit beibehalten?. 


g 


8 


S 


Hemmstoffkonzentration 
& 


8 


Ss) 


Alfer Wochen 


Abb. 2. Anderung der Hemmstoffkonzentrationen (in E/em*) mit dem Alter (in Wochen) in Kul- 
turen von Merulius (M), Daedalea (D), Xylaria (X), Panus (Pe), Polyporus (Ps), Pholiota (Pm) 
und Lepiota (L). 


2. Bei Xylaria wurde der Hemmstoff sehr schnell angereichert; er 
erreichte nach 11—12 Tagen seine héchste Konzentration. Die Ober- 
flache der Nahrlésung war dann zu etwa 4/5 mit Mycel bedeckt. Nach 
volligem Bewuchs der Oberfliche fiel die Konzentration sofort stark ab, 
und nach 3—4 Wochen war fast kein gegen Pilze wirksamer Hemmstoff 
mehr vorhanden?. 

3. Panus, Pholiota, Polyporus und Lepiota: Der Hemmstoff reicherte 
sich erst nach Ende der Hauptwachstumsphase an und verschwand 
spiter z. T. wieder. Das Maximum der Konzentration lag bei ungefahr 
5 Wochen. 


1 Ks braucht sich jedoch nicht um einen einheitlichen Hemmstoff zu handeln 
oder bei Vorliegen eines Gemisches das Verhiltnis das gleiche zu bleiben (Coox u. 
Lacry 1945). 

* Das nur kurzfristige Auftreten eines Hemmstoffes bei Xylaria vermag viel- 
leicht auch das unterschiedliche Verhalten in Mischkultur und Lochtest bei OPPER- 
MANN (1951) zu erklaren, da dort im Lochtest Lésungen 4 Wochen alter Kulturen 
verwendet wurden. 
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Die Kulturdauer bis zur Verwendung der Nahrlésungen im Versuch 
betrug auf Grund der vorstehenden Versuche bei Xylaria 12 Tage, bei 
Merulius und Daedalea 3 Wochen und bei Panus, Pholiota, Polyporus 
und Lepiota 5 Wochen. 


2. Fehlerquellen und Fehlerbreite der Atmungsmessungen. 

Vor Beginn der Hauptversuche wurden die Fehlerquellen der AtmungsmeB- 
apparatur tiberpriift. 

1. Ablesefehler: Die Ablesung auf der Walzenbriicke war auf +1 Skalenteil 
genau; das entspricht einem maximalen Fehler von 0,08 mg CO,. 

2. Durchliftungsfehler: Im Blindversuch wurde in den Kolben CO, entwickelt 
und nach normaler Messung weitere 25 Liter Luft durchgeleitet und erneut ge- 
messen. Die 2. Luftmenge war niemals ganzlich CO,-frei, enthielt aber nie mehr 
als 3,37% (im giinstigen Falle 2,16%) der Gesamtkohlensiuremenge. Mittelwert 
dieses Fehlers aus Messungen mit 8fach variierter CO,-Menge war 2,52%. 

3. Hemmung des Wachstums oder der Atmung durch die bei der Messung 
durchstromende Luft oder durch die zwischen 2 Messungen sich anreichernde 
Kohlensaure (die gréBte CO,-Menge in 12 Std wurde bei Schizophyllum mit 30 mg 
= 5 Vol% gemessen, bei den anderen Pilzen war sie bedeutend niedriger) war nicht 
festzustellen, denn Versuche mit Coniophora und Polystictus ergaben keine Unter- 
schiede im Wachstum und der CO,-Entwicklung zwischen Kulturen mit kontinu- 
ierlicher Durchliiftung (8 Liter/12 Std) und Durchliifttung im Abstand von 12 Std. 

4. Durch Verschiedenheiten beim Impfen und andere Griinde war die Entwick- 
lung in den einzelnen Kulturen und damit auch die Atmung niemals ganz gleich. 
Um die dadurch entstehende Fehlerbreite zu ermitteln, wurde ein 84 Std dauernder 
Kontrollversuch mit 16 Kulturen von Polystictus durchgefiihrt (dabei Zusatz 
frischer Nahrlésung statt zersetzter). Die Abweichungen der einzelnen Werte 
hielten sich innerhalb +-6% mit Ausnahme eines Falles, wo sie +8% betrug. 
Die 16 Kulturen standen in der tiblichen Anordnung im Thermostaten. Ein Zu- 
sammenhang zwischen FehlergréBe und Verteilung der Kulturen im Thermostaten 
ergab sich dabei nicht. 


3. Normale Entwicklung der Testpilze und Einflup 
der Nahrlésungskonzentration. 


An dieser Stelle sei auch ein kurzer Uberblick tiber die wesentlichsten 
physiologischen Daten der Testpilze gegeben. 

Vergleicht man Wachstum und Atmung von Polystictus und Conio- 
phora mit den trotz verschiedener Methoden ziemlich tibereinstimmenden 
Ergebnissen von Wachstums- und Atmungsuntersuchungen an mycel- 
bildenden Pilzen in der Literatur (z. B. pr Borer 1929; Tamrya u. YAMA- 
Gutout 1933; Yamamoto 1933; ScHEFFER 1936 u. 1937; Zycua 1937; 
Smita 1949a; Darpy u. Gopparp 1950; WikfiNn u. Somm 1952), so 
ergibt sich folgender Entwicklungsablauf: Die Inkubationszeit (Zeit bis 
zum ersten sichtbaren Wachstum) dauerte 8—10 Std. Die in der angel- 
sichsischen Literatur als ,,initial lag‘‘ oder ,,lag‘‘ bezeichnete Periode 
des Anwachsens war 14—15 Std nach Beimpfen beendet. Von da an 
war die Ausbreitungsgeschwindigkeit des Mycels (Zunahme des Kolonie- 
durchmessers) konstant (Abb. 3,e). In der anschlieBenden, der logarith- 
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mischen Phase der Einzeller entsprechenden Periode, folgt nach EMER- 
son (1950) die Wachstumskurve in submerser Kultur der 3. Potenz. 
Er hat sie daher als ,,kubische Wachstumsphase“ bezeichnet. In Ober- 
flachenkultur folgt sie annaherungsweise der 2. Potenz; dies traf bei 
Polystictus und Coniophora zu (a). Wihrend dieser Zeit nahmen nicht 
nur Wachstum und Atmung zu (a u. b), sondern auch die Atmungs- 
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Abb. 8. Physiologische Leistungen von Polystictus (P) und Coniophora (C) nach verschiedener 
Kulturdauer auf 7% iger Biomalzliésung. ; 
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intensitaét (CO,/mg. Std), so da& das Verhiltnis CO,-Menge je mg 
Mycelgewicht = CO,-Koeffizient (nach Waxsman 1927) langsam 
groBer wurde (c in Abb. 3). Der pq-Wert der Nihrlésung von Poly- 
stictus blieb dabei unveriindert, bei Coniophora wurde er dagegen kleiner 
(d). Das Verhiltnis Mycelgewicht je Quadratzentimeter Kolo- 
nieoberflaiche (= Myceldichte) veriinderte sich bei Polystictus nicht (f), 
da die Zunahme der Mycelmasse der Zunahme der bedeckten Oberfliche 
proportional war. Bei Coniophora stieg es dagegen an; hier erfolgte auch 
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in alteren Mycelteilen noch sehr intensives Wachstum, was auch auBer- 
lich zu erkennen war. Natiirlich ist die ,,Myceldichte nur Durchschnitts- 
wert fiir die ganze Kolonie; sie ist in der Mitte groéBer und am Rande 
geringer. 

Nach den Ergebnissenanderer Autoren (DarBy u. GopDaRD 1950; SmMrrH 
1949a) wird die Wachstumskurve dann flacher und erreicht einen End- 
wert, der mit beginnender Autolyse unterschritten wird. Etwa am Wende- 
punkt der Wachstumskurve erreicht die Atmungsintensitiat ihren héchsten 
Wert und sinkt dann auf einen Bruchteil des maximalen Wertes ab. 

Die eigenen Versuche wurden alle auf die Phase ansteigender 
Atmungsintensitat beschrinkt, da spiter oft Teile des Mycels in 
nicht mehr voll lebendem Zustand sind (BULLER 1933). 

Einen Uberblick tiber die durch die Testpilze wahrend der Versuchs- 
zeit gebildeten Mycel- und CO,-Mengen gibt Tab. 2 (jede Zahl ist Mittel- 
wert aus 28 Kulturen ohne Zusiatze, die sich titber die ganze Versuchszeit 
verteilen). Fiir jeden Pilz ist eine bestimmte Starke des Wachstums und 
der Atmung charakteristisch. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Kolo- 
nien (Koloniedurchmesser) ist nur sehr bedingt ein MaBstab der tatsich- 
lichen Wachstumsleistung ; diese zeigt sich eindeutig nur im Myceltrocken- 
gewicht. Den py-Wert der Nahrlosung veranderten nur Coniophora (von 
5,6 auf 3,8—3,6) und Schizophyllum (von 5,6 auf 5,4 bis 5,2). 


Tabelle 2. Physiologische Leistungen der Testpilze wahrend einer Kulturzeit von 84 Std 
(Schizophyllum 60 Std). 


Te Le lee Se ae eee ee eee 
: CO,-Produktion | Myceltrocken- | CO,-Koef- | Koloniedurch- pe 
Pilz in mg gewicht in mg fizient messer in cm eae a 
mg/cm 
HOWPOS 6 ari wee 31,09 43,17 0,72 5,80 1,63 
: +0,95 +1,20 -+-0,06 
Trametes. .. . 39,09 56,00 0,70 6,22 1,84 
+1,67 + 2,36 --0,09 
Coniophora. . . 45,37 58,68 0,775 5,60 2,39 
+1,47 +1,63 -+-0,16 
Polystictus . . . 45,86 53,84 0,85 7,65 a W/ 
+2,20 +2,70 0,16 
Schizophyllum . 60,61 56,81 1,06 4,60 3,41 
+4,20 +3,10 -+0,16 


Um den giinstigsten Bereich der Nahrlosungskonzentration zu er- 
mitteln, wurde das Wachstum von Polystictus und Contophora auf 1-, 4-, 
6- und 10% iger Biomalzlésung gepriift. Wie die Kurven in Abb. 4a er- 
kennen lassen, wurde das Erntegewicht zwischen 6 und 10% nur wenig 
von der Konzentration beeinflu8t. Da die Atmung sich fast in gleichem 
Mae anderte, war die Veranderung des CO,-Koeffizienten in diesem 
Bereich geringfiigig (b). Auf den Koloniedurchmesser von Coniophora 
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hatte die Nahrlésungskonzentration fast keinen Einflu8 (siehe auch 


Fatcx, 1907, und Zyowa, 1937), nur die Myceldichte wurde gréBer i 


: 


(1% 0,95 mg/em2; 4%, 2,65 mg/em?; 6% 3,2 mg/em?; 10% 3,3 mg/ 
cm2), Bei Polystictus stieg der Durchmesser aber von 1—6% an (1% 


5,7 em; 4% 7,4cem; 6% 7,8cm und 9% 7,9 cm) und die Myceldichte 


war kaum verindert (1% 1,07 mg/em?; 9% 1,16 mg/cm?). 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden alle Versuche zur Wachstums- ; 
und Atmungsmessung, so weit nicht anders erwiihnt, bei einer Malz- 
konzentration von 7% durchgefithrt. 


sz 


g 


Erntegewicht 
Ss 


Liomalzlésung Biomalzlosung 


Abb. 4. Erntegewicht und CO,-Koeffizient von Polystictus (P) und Coniophora (C) in Abhingigkeit 
von der Nihrlésungskonzentration. 


Ili. Hauptversuche. 
A. Wirkungen zersetzter Nahrlésungen auf die Testpilze. 
1. EinfluB auf Mycelgewicht und Atmung. 

Die Kurven in Abb. 5 zeigen den Einflu8 verschiedener Konzentra- 
tionen der durch die Hemmstoffbildner zersetzten Nihrldsungen auf 
Wachstum und Atmung der Testpilze?. 

Kin Blick iiber die obere Querreihe (A)? zeigt, daB das Erntege- 
wicht der meisten Pilze (65°) mit steigender Konzentration der Hemm- 

* Wachstum und Atmung bis zur Zugabe der Lésungen (36 Std nach Be- 
impfen) waren nur sehr gering. Die Atmung z.B. betrug bei Coniophora 11,2+.0,35%, 
Polystictus 15,34-0,27%, Fomes 13,6-+-0,21%, Trametes 16,5+-0,43% und Schizo- 
phyllum 27,84-0,51% der Gesamtmenge (Versuchsdauer 84 Std). 

* Jede Teilfigur der Abb. 5 ist durch die Buchstaben am linken Rand und die 
Zahlen am oberen Rand gekennzeichnet; z. B. bedeutet das Feld B3, daB die 
Atmung (CO,-Menge) unter der Wirkung von Polyporus-Loésung gemessen wurde. 
Innerhalb jedes Feldes sind die Kurven mit den Anfangsbuchstaben der Gattungs- 
namen der Pilze, die auf die betreffende Lésung gebracht wurden, bezeichnet; 
B3P bedeutet also die Atmungskurve fiir Polystictus, B37 die fiir Trametes usw. 
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_stoffe geringer wurde. Besonders deutlich ist dies bei den Versuchen mit 
Merulius-Losung (A 1); hier wurde in 2 Fallen das Mycel des Testpilzes 
wahrend des Versuches sogar abgetétet (Fomes in 70 und 42 E /cm’, AIF). 
Auch Polystictus zeigte auf 58 E/em? Merulius-Hemmstoff keinen Zu- 
wachs mehr (A JP), wuchs aber auf frischem Nahrboden nach 4 Tagen 
wieder an. Dagegen trat z. B. durch X ylaria-Lisung bei Trametes niemals 
volliger Wachstumsstillstand ein (A 47’) (auf 39 E/em? 65%, auf 98 E/cm? 
immer noch 59°% der Kontrolle!). Mit Ausnahme von Merulius traten 
bei allen Losungen aber auch Abweichungen auf. In 2 Kombinatio- 
nen (6%) wurde das Wachstum erst bei hoher Konzentration gehemmt 
(A2P, A3C); in 3 Fallen war gar kein EinfluB der Hemmstoffe vor- 
handen (A3P, A4S, A7T), und in 7 Kombinationen (20%) wirkten 
die zersetzten Niahrlodsungen in niedriger Konzentration sogar mehr 
oder weniger wachstumsférdernd auf die Pilze, wihrend bei hoher 
Konzentration auch hier Wachstumshemmung oder wenigstens keine 
Forderung mehr eintrat (A44P, A40, A5P u. A5T, AGF, A7P ua. 
a 7-7"), 

Sehr unterschiedlich wurde die Atmung durch die zersetzten Nahr- 
losungen beeinfluBt (Querreihe B). Wahrend sie durch steigende Konzen- 
trationen der Meruliws-Lésung bei allen 5 Testpilzen abnahm (B81), trat 
bei den anderen Loésungen, besonders bei niedrigen Konzentrationen, 
auch erhohte CO,-Abgabe auf (z. B. alle B3, ferner B27, B2P, B2C), oder 
es fehlte in dem gemessenen Bereich jeder EinfluB (z.B. B4S, B6F). 
Dabei schien das Verhalten stirker von den Testpilzen als von den 
Higenschaften der gepriiften Losungen bestimmt zu werden, denn Conzo- 
phora und Polystictus gehorten fast immer zu den Pilzen mit erhdohter 
Atmung (B2, B3, B4, B7), Schizophyllum zu denen mit verringerter 
(B28, B3S, B7S) oder unverinderter (B4S, BSS, B6S) und Fomes 
und TJ'rametes standen in ihrem Verhalten in der Mitte (z. B. in B3 
und B4). 

Ein besseres Bild der Atmungsreaktion erhalt man jedoch, wenn man 
die Atmung auf das Wachstum bezieht, also den CO,-Koeffizienten 
bildet (Querreihe C). Dann lassen sich die Ergebnisse in folgender Weise 
gruppieren: 

I. Der CO,-Koeffizient stieg mit zunehmender Konzentration der Hemmstoffe 
(haufigster Fall mit 60%). 
A. Der CO,-Koeffizient erreichte Werte zwischen 200 und 450% der Kontrolle 
(O1P, C1T, CIF, C2F, C2T, C3F ui C3T). 
a) Mit steigender Hemmstoffkonzentration nahm das Wachstum stark, 
die Atmung jedoch nur wenig ab (1 P, 17, 1F, 2F). 
b) Das Wachstum nahm ab; die Atmung nahm bei niedriger Konzentra- 
tion zu und erst bei hoher ab (27, 3F u. 37). 


1 In weiteren Versuchen zeigte auch Polystictus selbst auf 145 E/em? Xylaria- 


Hemmstoff keinen volligen Wachstumsstillstand. 
22% 
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B. Der CO,-Koeffizient stieg mit zunehmender Hemmstoffkonzentration, jedoch 
héchstens bis etwa 200% der Kontrolle (z. B.C 18,02 P,C30,C5C,C6Tu.C7F). 
a) Das Wachstum nahm mit steigender Hemmstoffkonzentration starker ab als 
die Atmung (1C u. 1S, 28, 7F u. 78). 


Abb. 5. HinfluB der gebrauch- 
ten Naihrlésungen auf Wachs- 
tum (A), Atmung (B) und 
CO,-Koeffizient (C) der Test- 
pilze Polystictus (P), Conio- 
phora (C), Trametes (T), Fo- 
mes (F) und Schizophyllum 
GS). (4- bei Fomes in den Teil- 
figuren unter 1 besagt, dab 
der Pilz vor Versuchsende 
tot war.) 
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b) Das Wachstum nahm mit steigender Konzentration ab, die Atmung blieb un- 
verandert (20, dF u. 5C, 58S, 6C, 67 u. 68). 

c) Das Wachstum nahm ab, die Atmung jedoch zu, zumindest bei niedriger Kon- 
zentration (38). 
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d) Das Wachstum nahm erst bei hoher Konzentration ab, die Atmung 
wurde bei niedriger verstarkt und nahm bei hoher nur wenig ab (2 P, 3C). 
e) Das Wachstum blieb unverandert, die Atmung wurde bei steigender 
Konzentration etwas verstarkt (3 P). 
II. Der CO,-Koeffizient stieg nur bis zu einem Grenzwert an (z. B. C4F). 
Dies war, mit Ausnahme von Schizophyllum, der unempfindlich war, bei allen 
Testpilzen auf X ylaria-Losung der Fall (C4). Die Grenze des Anstiegs lag ein- 
heitlich bei etwa 30 E/cm?; bei héherer Hemmstoffkonzentration wurde der 
CO,-Koeffizient nicht mehr gréBer. Dabei konnten Wachstum und Atmung 
abnehmen mit steigender Konzentration (47' u. 4F) oder bei niedriger Kon- 
zentration gefordert sein und erst bei hoher gehemmt (4P u. 4C). 
IIT. Der CO,-Koeffizient blieb unveraindert oder wurde etwas kleiner (z. B. C48 
bzw. C7 P). 
A. Der CO,-Koeffizient blieb unverandert. 
a) Wachstum und Atmung nahmen gleichmaBig ab (6 P). 
b) Wachstum und Atmung blieben unverandert (4S, 77’). 
c) Beide nahmen bei niedriger Konzentration in gleichem MaBe zu und 
bei héherer in gleichem MaBe ab (7 P, 7C). 
B. Der CO,-Koeffizient wurde bei niedriger Hemmstoffkonzentration etwas 
kleiner, doch ist die Differenz nicht zu sichern. 
Das Gewicht stieg bei niedriger Konzentration an, die Atmung nicht 
oder schwacher, sonst wie III.A.c (6P u. 57, 6F, 7 Pu. 7C). 

Die zersetzten Nahrlésungen lassen, trotz der unterschiedlichen Wir- 
kung auf die einzelnen Testpilze, doch gewisse einheitliche Grundziige 
ihrer Wirkung erkennen. Zur Gruppe I gehéren alle Kombinationen mit 
Merulius-, Daedalea- und Polyporus-Lésungen. Vor allem bei den beiden 
letzteren scheinen wenigstens z. T. tibereinstimmende Faktoren wirksam 
gewesen zu sein (vgl. Abb.5,A2u.A3 bzw. B2u. B3), wihrend durch Me- 
rulius-Liosung das Wachstum stiirker gehemmt war (A 7) und nur die At- 
mung von Coniophora (nicht gesichert) die Kontrolle iiberstieg (B1C bei 
10 E/em’). Da bei gleicher Hemmung des Wachstums der CO,-Koeffi- 
zient in der Kombination Daedalea-Trametes (C27) um mehr als 100% 
groBer war als bei Daedalea-Schizophyllum (C28), wurde die Unter- 
teilung I. A. und I. B. getroffen, da es méglich ist, daB hier zwei ver- 
schiedene Wirkungsweisen der gleichen Liésung vorliegen. Die Wirkung 
der Xylaria-Lésung dagegen scheint ziemlich einheitlich gewesen zu 
sein; hier war wohl nur die Empfindlichkeit verschieden; das Wachstum 
von Polystictus und: Coniophora wurde von niedriger Konzentration so- 
gar gefordert (A 4 Pu. A 40). Die Hemmung durch Liésungen von Panus, 
Pholiota und Lepiota betraf vorwiegend das Wachstum (45, 46, A 7), 
wihrend die Atmung nur wenig beeinfluBt wurde (B5, B6 u. B7). Die 
3 Lésungen enthielten auBerdem fiir einzelne Testpilze wirksame wachs- 
tumsférdernde Faktoren (z. B. A457, AGF u. A7 P). 


2. Beeinflussung von Koloniedurchmesser und Dichte. 


Die gegen Pilze wirksamen Antibiotica hemmen die Ausbreitung der 
Mycelien sehr stark, so daB sie durch diese Eigenschaft meistens nach- 
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gewiesen (z. B. HARDER 1911; MANDELS u. Srv 1950; OPPERMANN 1951) 
und ihre Konzentrationendadurch bestimmt wurden (Lochtest : Seite 322), 
Auch in Flissigkeitskulturen tritt diese Hemmung auf, wie die 3 Bei- 
spiele in Abb. 6, Querreihe A, zeigen. Die Kurven fallen nach rechts, 
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d.h. der Koloniedurchmesser wurde mit steigender Konzen- — 
tration der zersetzten Nahrlésungen immer kleiner?. Am stirk- — 
sten war die Hemmung der Mycelausbreitung bei allen 5 Testpilzen — 
durch Merulius-Lésung (A 1) (Durchmesser der Kolonien zwischen 39 
und 63%, der Kontrolle) und am schwachsten bei Lepiota (Durchmesser 
zwischen 73 und 100°, der Kontroll e).Auch die Loésungen von Pholiota 
(43) und Panus waren wenig wirksam (zwischen 70 und 90 baw. 62 
und 93° der Kontrolle). 

Die Hemmung der einzelnen Testpilze war dabei je nach der zuge- 
setzten Lésung sehr verschieden stark. So wurde der Durchmesser von ~ 
Fomes durch Merulius- (A1F), Daedalea- (A2F), Polyporus- und Xy- 
laria-Lésung zwar am stirksten von allen Testpilzen vermindert (38 | 
bis 44% der Kontrolle, d.h. der Zuwachs war nach Zugabe der zer- 
setzten Nahrlésung fast vollig eingestellt worden), auf der Panus- — 
Losung war er dagegen weniger gehemmt als irgend ein anderer Pilz — 
und auch auf der Pholiota-Lésung war die Hemmung nicht sehr stark 
(A3F). Am unempfindlichsten war im groBen ganzen Coniophora (in 
Beispiel 47C u. 42C unempfindlicher als alle anderen untersuchten 
Pilze); auf Lepiota-Lésung blieb ihr Durchmesser selbst bei héchster 
Konzentration unverindert. Auf Panus- und Pholiota-Lésung wurde 
die Mycelausbreitung von Coniophora jedoch stiirker als die irgend eines 
anderen Testpilzes gehemmt (Beispiel 4 3C); ihr Durchmesser erreichte 
mit 62% der Kontrolle auf Pholiota-Loésung den fiir Coniophora iiber- 
haupt niedrigsten Wert wahrend der Versuche. 

Zu erwaihnen ware noch, daB eine Férderung der Mycelausbreitung, 
wie sie HARDER (1911) z. B. bei Coniophora durch Penicillium gefunden 
hat, in keiner der 35 Kombinationen beobachtet wurde (siehe auch 
Seite 339). 

Ganz anderen Verlauf als in der Reihe A zeigen die Kurven in den 
beiden unteren Reihen (B) in Abb. 6, die die Myceldichte, d.h. das 
Verhaltnis Myceltrockengewicht/Quadratzentimeter vom Mycel_be- 
deckter Oberfliiche (in Prozent der Kontrolle) wiedergeben?. Die weit 
tiberwiegende Zahl dieser Kurven steigt nach rechts an; 
die Myceldichte wird also mit steigender Hemmstoffkonzentration gréRer 
(z.B. BIT, B2P, B3P, B48 u. a.), doch kann sie auch unverindert 


1 Zu beriicksichtigen ist, daS durch das Impfstiick und dessen Zuwachs der 
Durchmesser bis zur Zugabe der Liésungen (36 Std nach Beimpfung) schon 40% 
(Schizophyllum 55%) des normalen Durchmessers am Versuchsende (Kulturen 
ohne Zusatz) betrug. Das heiBt, wenn z. B. bei Coniophora am Versuchsende der 
Koloniedurchmesser 70% der Kontrolle betrug, so war die Zunahme des Durch- 
messers unter KinfluB der zersetzten Naihrlésungen nur die Halfte des normalen, 
oder wenn der Durchmesser 40% betrug, so war gar kein Zuwachs mehr erfolgt. 

* Die Lepiota-Lisung zeigte keine grundsitzlichen Abweichungen und wurde 
deshalb zur Platzersparnis fortgelassen. 


Antagonistische Beeinflussung von Wachstum und Atmung bei Pilzen. 335 


bleiben (z. B. BSF u. BSS) oder geringer werden (B1F). DaB die Test- 
pilze sich auf der gleichen Lisung verschieden verhalten kénnen, zeigt 
besonders die Pholiota-Lésung (B6), auf der 3 Kurven ansteigen (B6 P, 
B6C, B6F) und 2 schwach abfallen (B6T u. B6S). Es besteht auch 
weder ein Zusammenhang zwischen der Hemmung der Mycelausbreitung 
und der Anderung der Myceldichte (man vgl. z. B. Fomes in Al u. B1 
mit 42 u. B2), noch ist das Ansteigen der Myceldichte eine konstante 
Higenschaft des Testpilzes (vgl. BST u. B6T). Zum Teil gehen die 
Kurven aus anfianglich aufsteigender Richtung bei hoher Hemmstoff- 
konzentration wieder in absteigende iiber (besonders bei Merulius- und 
Daedalea-Lisungen, B1 u. B2); wihrend gréBere Myceldichte bedeutet, 
daB die Mycelausbreitung stirker gehemmt wird als die Mycelbildung, 
wird bei abfallender Kurve nun auch die Mycelbildung zunehmend 
gehemmt (wie bei nur abfallenden Kurven bei jeder Konzentration), 
bis schlieBlich beide zum Erliegen kommen kénnen (B/F), 

Das unterschiedliche Verhalten der einzelnen Testpilze bei der Ande- 
‘rung von Koloniedurchmesser und Dichte zeigt, dai die Hemmung der 
Mycelausbreitung nur sehr bedingt ein MaB8 fiir die Hemmung der Neu- 
bildung von Mycelsubstanz ist. 


B. Wirkung einzelner Faktoren auf die Pilze. 


1. HinfluB von py-Anderungen und Séuren. 


: Die von Merulius, Daedalea und Polyporus zersetzten Nahrlosungen 


enthielten neben anderen Stoffwechselprodukten auch Saéuren in 
gréBerer Menge (pq der Biomalzlésung beim Animpfen 5,6; am Ende 
der Kultur nach dem Einengen 2,6—2,0). 


Es diirfte sich dabei in der Hauptsache um Oxalsadure handeln, die bei Meru- 
Tius durch Smrra (1949a) und bei Daedalea in eigenen Versuchen! nachgewiesen 
worden ist und nach WeHMER und HappeErs (1932) auch bei Polyporus vorkommt. 
Doch treten zweifellos bei den letzten beiden Pilzen noch andere Sauren auf. 


Schwach sauer waren auch die Nahrlésungen von Panus und Pholiota 
(px 4,6—4,4), praktisch unverindert die von Xylaria und Lepiota 
(pu 5,4—5,6). 

In Tab. 3, sind unter Nr. 1—7 fiir Polystictus Erntegewichte und 
pu- Werte der Kulturlésungen am Ende der Versuche mit diesen zersetzten 
Nihrlésungenzusammengestellt. Ein Zusammenhang zwischen beiden be- 
stand nicht, denn auf der Lésung von Daedalea (2) z. B. ist das Ernte- 
gewicht sehr viel groéfBer als auf Merulius (1), trotzdem der py-Wert bei 
beiden fast der gleiche war, und auch auf den praktisch unveranderten 
Lésungen von Xylaria (6) und Lepiota (7) treten ahnlich groBe Unter- 
schiede im Erntegewicht auf. 


1 Methode nach J. ScumipT (1932). 


336 G. NESEMANN: 


Weitere Versuche mit Oxalsiure und Zitronensaure (0,06 und 0,12%) zeigten, 
da8 Oxalsiure auf Polystictus giftig wirkt (7 u.8 in Tab. 3), wahrend die selber| 
Oxalsaure bildende Coniophora nur wenig gehemmt wurde (bei px 2,7 erreichte das 
Erntegewicht noch 83% der Kontrolle). Im Gegensatz zu Coniophora veratmet 
Polystictus dabei Oxalsiure (der py-Wert stieg wahrend der Kultur von 3,4 auf 3,9: 
und der CO,-Koeffizient auf das Doppelte der Kontrolle). 

Die Wirkung der Oxalsaéure reicht jedoch nicht aus, um z. B. a 
Hemmung durch Merulius-Lésung bei Pholiota zu erklaren (vgl. 1 u. 8m: 
Tab. 3), wenn sie auch sicher daran mitwirkt; andererseits war die Hem-: 
mung z. B. durch Polyporus-Lésung (3) geringer als bei Veranderung des: 
pu-Wertes durch Oxalsadure allein zu erwarten gewesen ware. Hier miissen 
noch andere, nicht giftige Sduren in der Naéhrldsung vorgelegen haben. 


Tabelle 3. pu-Wert der Nahrlésungen und M ycelgewicht (in % der Kontrolle) 
von Polystictus. 
SS 


Kon- 
Zusatz zum Substrat Tew. % PH Tgw. %! DH Tew. % PH trolle 

PH 

1. Merulius-Lésung ... . 10 3,8 16 4,0 72 4,9 5,6 
2. Daedalea-Lésung ... . 69 3,9 99 4,2 97 4,8 5.6 
3. Polyporus-Lésung. . . . | 106 4,1 106 4,6 108 5,0 5.6 
4. Pholiota-Losung. .... 80 4,8 91 5,2 99 5,2 5,6 
5.) Panus-Losang a wuss da Seyi, le LOL 5,0 114 5.2 106 5,4 oa 
6. Xylaria-Loésung. . .. . 76 5,4 yi 5,5 112 5,5 5,6 
7. Lepiota-Lésung.... . . . | 122 | 5,5 -| 139 | 5,5 | 109 | 5,5 | 5,5 
8) Oxalsaurene 5 4.3. coe « 48 | 3,9 73 45 |. — — 5.6 
9, Citronenséure. .... . | 104 4,0 108 4,5 100 4,9 5,6 


2. Hinflup von Streptomycin, Colchicin und einem Sulfonamid. 


Als Versuch, zu einer Vorstellung tiber die wirksamen Prinzipien in 
den zersetzten Nahrlésungen zu gelangen, wurden die Testpilze auf 
einigen Hemmstoffen bekannter Wirkung angesetzt. 


Gepriift wurde Colchicin als Mitosegift (Lerrri u. ALBRECHTS 1951), Strepto- 
mycin, das durch Salzbildung mit Nucleinsauren wirkt (BERKMAN u. Mitarb. 1947; 
KLEIN u. KIMMELMANN 1947; u. a.) und ein Sulfonamid (Sufanilamido-thiazol als 
Praparat Cibazol der Ciba A.G.) als Antagonist der p-Aminobenzoesiure (TSCHECHE 
1947, 1951; Tscorcun, SoOrHRING u. HARDER 1947; Briicke u. Katnpr 1947 u. a 
Testpilz war Fomes. 

Colchicin (0,1, 0,3 u. 0,5 mg/em*) und Streptomycin (0,4, 1,2 u. 2,0 mg/em4) 
hatten keinen erkennbaren EinfluB auf das Erntegewicht der Testpilze; lediglich 
der Koloniedurchmesser wurde durch beide Mittel reduziert (um 10%), und die 
Dichte stieg dementsprechend an; auch die Atmung wurde nicht beeinfluBt. Im 
Lochtest gegen Staphylococcus aureus war bei beiden Stoffen eine Aktivitatsab- 
nahme durch Substanzen der Nahrlésung nicht nachweisbar. Es handelt sich also 
um eine echte Resistenz'. — Da Sulfanilamido-thiazol nur begrenzt léslich ist 


' Resistenz von Pilzen gegen Streptomycin fand auch Lirrmann (1947), und 
CarirERO u. ZAMBRUNO (1952) erhielten die ausgepragteste Hemmung von Staphy- 
lococcus aureus erst durch 5 mg/em* Colchicin. 
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(15% bei 20° C), wurden hiervon Konzentrationen bis 2°, angewendet, um auch 
eine gesattigte Losung zu priifen. Die Atmung wurde dadurch in dem gemessenen 
Zeitraum nicht wesentlich verandert, dagegen betrug die gebildete Mycelmenge bei 
2% Sulfanilamido-thiazol nur 72% der Kontrolle. Der CO,-Koeffizient wurde dem- 
gemaB groBer (er stieg auf 144%). In gleichem MaBe wie das Gewicht wurde der 
Koloniedurchmesser vermindert, daher war die Dichte bei allen Konzentrationen 
etwa gleich. Trotz gesittigter Lésung trat jedoch kein volliger Stillstand, sondern 
nur Verlangsamung des Wachstums ein. 

Im Gegensatz zu dem praktisch unwirksamen Colchicin und Strepto- 
mycin bewirkte Sulfanilamido-thiazol bei Fomes also Wachs- 
tumshemmung und Anstieg des CO,-Koeffizienten, ahnlich wie 
wir es bei der Wirkung der meisten hemmstoffhaltigen Nahrlosungen 
gefunden hatten. 


3. Wachstumsfordernde Faktoren. 


Durch Zugabe niedriger Konzentrationen der zersetzten Nahrlésungen 
trat in etwa einem Fiinftel aller Kombinationen eine Erhéhung des Ernte- 
gewichts der Testpilze im Vergleich zur Kontrolle ein (Abb. 5, z. B. 
B4P, B4C, B7P). Der Koloniedurchmesser wurde dabei niemals ver- 
groBert, sondern nur die Myceldichte erhéht (siehe aber Seite 339). 

Als Grund dafiir wire einmal denkbar, daB die zersetzten Nahrldsungen Zwischen- 
produkte des Kohlenhydratabbaus enthielten, die vom Pilz besser als Maltose 
verwendet wurden. Da die fordernden Lésungen nicht oder nur sehr schwach sauer 
waren, ist dies jedoch nicht wahrscheinlich. Andererseits ware auch an eine Um- 
lagerung des Maltosemolekiils in eine andere, besser verwertbare Hexose zu denken; 
Untersuchungen in dieser Richtung wurden nicht durchgefihrt. Weiter ist még- 
lich, daB sich bei der Zersetzung der Nahrl6sungen wuchsstoffartige Faktoren an- 
gereichert haben oder der Hemmstoff selber in niedriger Konzentration stimuliert 
(ArnptTsches Gesetz, RrppEL-BALDEs 1951). Beides hat z. B. WALLHAUSSER (1951 a) 
bei Bakterien nachgewiesen. 

Deshalb wurde zuerst gepriift, ob es méglich ist, in einer 7% igen Malz- 
lésung noch Férderungen durch Zusatz gewisser Medien zu erreichen. 
Dazu wurde Hefeextrakt verwendet (100 g PreBhefe auf 250 cm? Wasser; 
Trockensubstanz des Extraktes 10 mg/cm$), der nach Fries (1938, 1949, 
1950b) und anderen Autoren (WAssINK 1934; CocHRANE 1950) eine 
grofe Anzahl Wachstumsfaktoren enthalt. Durch den Hefeextrakt 
wurde das Erntegewicht der drei gepriiften Pilze erhoht (Tab. 4)'. 

Die Forderung von Polystictus und Coniophora war groBenordnungsmafig fast 
die gleiche wie z. B. im Versuch mit Xylarialésung (112% baw. 120% der Kontrolle 
in Abb. 5, B4P u. B4C). Da die Nahrstoffkonzentration durch den Hefeextrakt 
‘praktisch nicht verindert wurde (die Zunahme der Nahrungssubstanz betrug 0,4%), 
muf dieser einen Wachstumsfaktor enthalten, der im Malzextrakt nicht vorliegt. 

Auf einem ahnlichen Faktor und nicht auf Stimulation beruhte die 
fordernde Wirkung der von Xylaria zersetzten Nahrlésung, denn wie 
Tab. 5 zeigt, wurde der Forderungsfaktor weder durch Oxydation, die 


1 Methodik wie Seite 321 angegeben. 


chao 
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Tabelle 4. Myceltrockengewicht von Polystictus, Coniophora und Schizophyllum bet 
Kultur auf 7% Biomalzlésung mit und ohne (Kontrolle) Hefeextraktzusatz 
(1 cm® auf 50 cm® Malzlésung). 


Coniophora Polystictus Schizophyllum 
Tew. | PH Tgw. | Pr Tew. | Du 
Ohne Hefeextrakt ........ 66,4 | 3,7. | 32,8 | 5,6 | 85,5 | 5,4 
Mit Hefeextrakt}. ........ 76,4 | 3,5 | 38,5 | 5,6 | 95,0 | 5,2 @ 
Gewichtin Prozent.). 726. ee 115 | 118 : lll 
(ohne Extrakt = 100%) ) 


Tabelle 5. Wachstumsforderung von Coniophora durch Zusatz von X ylarialésung 
(5 E/em® Hemmstoff)?. 


Malzlésung Malzlésung 
+ Xylaria-Lésung| + Xylaria-Lésung 
oxydiert 100° erhitzt 


Malzlésung 
+ Xylaria-Lésung 


Malzlésung 
| (Kontrolle) 


Gewicht inmg . . 37,9 | 45,6 | 446 | 46,0 
Gewicht in % 100 =| 120 | 118 ha wacker 


den Hemmstoff zerstért (siehe Seite 341), noch durch Erhitzen auf 100° 
ausgeschaltet. 

DaB die Stoffwechselprodukte von X ylaria und Panus fiir einige Mikro- 
organismen notwendige Wachstumsfaktoren sind, geht aus Tab. 6 hervor. 


Tabelle 6. Wirkung der Stoffwechselprodukte von Xylaria und Panus auf das Wachs- 
tum verschiedener Mikroorganismen (+- Wachstum, — kein Wachstum). 


Kontrolle mit Lésung (in em*) von 
(ohne X ylaria | Panus 

Zusatz) RE mint ES | OSieumlagakee 
Pseudomonas pyocyanea. ae ae | see WRU ‘teak a. 
Bacterium prodigiosum . . 4- aE | a ee es 
Hee Bey, ea APs S — ao ++ a spoof 
Bacillus subtilis . 2... ; oo + + | = | ar 
Bacillus mycoides. . . . . — + _ — / — 


Xylaria und Panus wurden auf je 50 em® definierter Nahrlésung® in 300 em%- 
ERLENMEYER-Kolben kultiviert. Nach 16 Tagen wurden je 0,1 und 0,5 cm? Kultur- 
l6sung zu Réhrchen mit je 2,5 cm Nahrlésung der gleichen Zusammensetzung 
zugesetzt und diese mit einer Ose einer Bakterien- bzw. Hefeaufschwemmung in 
sterilem Wasser beimpft. Bebriitung b ei 25° C 48 Std. 


Dabei miissen die in die Nihrlésung ausgeschiedenen Faktoren wenig- 
stens z.'T. bei beiden Pilzen verschieden gewesen sein, denn Bacillus 


' Differenz der Mycelgewichte bei Coniophora gut (P = 0,001), Polystictus 
nicht (P = 0,08), Schizophyllum nicht (P = 0,09) gesichert. . 
* Differenzen gut gesichert (P = 0,0014; 0,0015; 0,001). : 
* Glucose 2%; Ammoniumtartrat 0,59; KH,PO, 0,075%; K,HPO, 0,025%; 
MgSO, - 7 H,O 0,05%; CaCl, 0,01%; FeCl, Spur; B, 1 mg/Liter. 


Antagonistische Beeinflussung von Wachstum und Atmung bei Pilzen. 339 


mycoides wuchs zwar mit Xylaria- aber nicht mit Panus-Stoffwechsel- 
produkten. 


Koet und Fries (1937) haben zeigen kénnen, daB einige Pilze Biotin sowohl im 
Mycel bilden als auch in der Nahrlésung in gréBerer Menge anreichern. Andere 
Pilze dagegen sind mehr oder weniger biotin-heterotroph (K6caL u. Fries 1937; 
Barnett u. Linty 1948; Pertman 1949; Fries 1950b). 


Kin weiterer Versuch ergab nun, daB auch die Hefe B auBer der Grund- 
néhrlésung noch Biotin zum Wachstum bendtigte. Durch den Bewuchs 
mit Xylaria bzw. Panus mu die Nihrlosung also biotinhaltig geworden 
sein (wurde auch fiir Pholiota nachgewiesen). 

Die Biotinkonzentration wurde mittels Hefe B einerseits durch Vergleich der 
Triibung im Réhrchen (nur visuell, nicht photometrisch) und andererseits durch 
Vergleich der Wachstumszonen im Lochtest (Seite 313) bestimmt. Zum Vergleich 
wurde Biotin (von Hoffmann-La Roche) in verschiedener Konzentration verwendet. 

Die nach Kultur von Xylaria in der Kulturlésung mittels Hefe B gefundene 


Biotinkonzentration (Tab. 7) betrug ein Mehrfaches der von K6ct und Fries (1937) 
bei Phycomyces Blakesleeanus gefundenen, war jedoch im Verhaltnis zum Malz- 


Tabelle 7. Biotinkonzentration von Xylarialésung und Malzlésung. 


| X ylaria-Losung | 1% Malzlosung 
drubungstest ..... | 2,0 y/cm$ 20 y/em$ 
Machtestra: i. 5. %:_.-i-m' 3,2 y/em3 27 y/em$ 


extrakt sehr gering. Dessen Biotingehalt lag weit tiber der fiir biotin-heterotrophe 
Pilze als optimal bezeichneten Konzentration (KOGL u. Fries 1937; FRizs 1950b). 
Wie daher zu erwarten war, wurde das Wachstum von Coniophora auf Malzlosung 
durch Biotinzusatz weder gefordert noch sonst verandert. Der in Hefeextrakt und 
der Nahrlésung von Xylaria-Kulturen mittels Coniophora und Polystictus nachge- 
wiesene Wachstumsfaktor kann daher nicht Biotin sein. 

Da Phycomyces Blakesleeanus, der nach ScHorreR und June (1936) aneurin- 
heterotroph ist, auch auf 1% Biomalzlésung gutes Wachstum zeigte, kann Aneurin 
ebenfalls nicht als Minimumfaktor vorgelegen haben. 

Kennzeichnend fiir den vorliegenden Férderungsfaktor ist noch, daB die Wachs- 
tumsdifferenzen gegeniiber der Kontrolle nach 14 Tagen wieder ausgeglichen sind. 

Der in der Nahrlésung von X ylaria-Kulturen auftretende F 6rderungs- 
faktor laBt sich somit nur negativ charakterisieren: er ist weder mit 
dem Hemmstoff noch mit Biotin oder Aneurin identisch und 
wird weder durch Oxydation noch Erhitzen zerstort. AuBer 
diesem Faktor und dem nachgewiesenen Biotin treten in der Nahr- 
lésung von Pilzkulturen offenbar noch mehrere Stoffwechselpro- 


dukte auf, die bestimmte Organismen férdern. 


4. Untersuchungen iiber die beschleunigte Ausbreitung 
des Coniophora-M ycels. 
Photographien bei Harper (1911) zeigen, daB in Mischkulturen von 
Coniophora mit Penicillium auf Pflaumensaftagar das Wachstum von 


. 
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Coniophora iiber die Penicillivm-Kolonie schneller war als auf dem 
freien Agar. Noch starkere Wachstumsbeschleunigung beobachtete Har. 
DER, wenn Coniophora iiber Mucor wuchs. Da in den eigenen Unter- 
suchungen derartiges niemals beobachtet wurde (siehe auch OPPERMANN 
1951), war es von Interesse, sich erneut mit dieser Hrsehermune zu be- 
schaftigen. 

Die Wachstumsgeschwindigkeit von Coniophora war bei HARDER, der nentralig 
sierten Pflaumensaftagar als Substrat verwendet hat, sehr viel geringer als in den 
vorstehenden eigenen Versuchen, nur die auf Mucor kommt unseren Werten nahe. 
Es wurde daher vermutet, da ein Hemmstoff im Pflaumensaft die Wachstums- 
geschwindigkeit von Coniophora verringert. Unter diesem Gesichtspunkt wurde 
der folgende Versuch angesetzt. 

Als Nahrboden diente Pflaumensaft von frischen Friichten und von 1 Jahr alten 
Trockenpflaumen. Beide wurden sowohl unverandert als auch mit KOH neutralisiert 
und mit KMnO, oxydiert verwendet. Die Platten (je 4) wurden mit Coniophora 
und in einiger Entfernung davon mit Penicillium (strichformig) beimpft?. 


Tabelle 8. Tglicher Zuwachs von Coniophora (in mm) auf besonders behandeltem 
Pflaumensaftagar und einer lebenden Penicilliumkolonie. 


“: Wachstumsgeschwindigkeit 
aa aaee auf Agar | aut Penicillium 
Pflaumensaft unverandert frisch py = 4,6 Ziv) 10,6 
alt pr = 5,4 | 8,9 11,9 
Pflaumensaft oxydiert frisch py = 6,0 10,5 10,3 
alt pr = 6,2 11,0 Lidlege 
Pflaumensaft neutralisiert frisch pq = 7,5 Wis 10,5 
alt pu = 7,3 We 9,4 
5% Malzagar pu = 5,5 10,5 10,5 


Sobald das Coniophoramycel auf die inzwischen entwickelte Penicilliwn-Kolonie 
traf, erfuhr das Wachstum in einigen Fallen tatsichlich eine Beschleunigung gegen- 
liber dem Wachstum auf penicilliumfreiem Agar (Tab. 8). Dies war aber nur bei 
den Kulturen auf unverindertem und neutralisiertem Pflaumensaftagar der Fall. 
Auf dem oxydierten Pflaumensaft und dem Malzextrakt war eine solche Wachs- 
tumsbeschleunigung durch Penicillium nicht vorhanden. Hier wuchs Coniophora 
auf dem freien Agar genau so schnell wie auf der Penicilliwm-Kolonie. Liest man 
die Tab. 8 von oben nach unten, so sieht man, daB das Wachstum von Coniophora 
auf den Penicillium-Kolonien praktisch tiberall gleich war (die Differenz des Wachs- 
tums auf frischem und altem Pflaumensaft beruht wahrscheinlich auf verschiedenem 
Nahrstoffgehalt und ist hier ohne Bedeutung); auf dem penicilliumfreien Substrat 
wurde nur auf oxydiertem Pflaumensaft und Malzagar die gleiche Wachstums- 
geschwindigkeit wie auf Penicilliwm erreicht, auf dem unveranderten und neutrali- 
sierten Pflaumensaft aber blieb sie zuriick. Der Pflaumensaft mu8 also einen 
Hemmungsfaktor enthalten, der weder durch Hitze bis zu 120° noch durch Neu- 
tralisieren oder durch langes Aufbewahren zerstért wird, dagegen dureh Oxydation 


* Die Penicillium spec. war aus einer Reihe von Probeansatzen wegen ihrer 
Kigenschaft, das Wachstum von Coniophora zu beschleunigen, isoliert worden. Die 
meisten Penicilliwm-Rassen zeigten diese Eigenschaft nicht. 
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und Bewuchs mit Penicillium, wodurch Coniophora ein besseres Wachstum er- 
moglicht wird. DaB es sich tatsachlich um eine Inaktivierung des Faktors handelt, 
zeigt die Tatsache, da die Férderung des Coniophorawachstums bis zu 10 mm 
tiber die Penicilliwm-Kolonie hinaus reichte und auch nach Entfernung der Kolonie 
blieb. Harper hat auch durch abgetitete Penicillium-Sporen, Lycopodium-Sporen 
und Watte, die er auf den Pflaumensaftagar brachte, Beschleunigung des Conio- 
phora-Wachstums erhalten. Da Coniophora bei gentigend hoher Luftfeuchtigkeit 
mit Leichtigkeit gréBere nahrstoffreie Strecken iiberwichst (WEHMER 1915 wollte 
daran Coniophora von allen anderen Holzzerstérern unterscheiden), war die Be- 
schleunigung des Coniophora-Wachstums auf diesen besonderen Substraten wahr- 
scheinlich eine Folge der vermiedenen Beriihrung mit dem Agar und damit auch 
mit dem Hemmstoff. 


Die auf Pflaumensaftagar zu beobachtende Beschleunigung des 
Coniophorawachstums durch manche Pilze, Sporen usw. kommt somit 
wohl durch Ausschaltung eines im Pflaumensaft vorhandenen 
Hemmstoffes zustande. 


C. Inaktivierung der Hemmstoffe. 


1. Inaktivierung durch Oxydation, py-Anderung und Cystein. 


Mit Hilfe des Lochtestes wurde ermittelt, da8 die Nahrlésungen von Xylaria, 
Panus und Pholiota ihre wachstumshemmenden Wirkungen durch Oxydation mit 
H,O, oder KMnO, verlierent. 

Die Lésungen von Merulius, Daedalea und Polyporus verloren einen Teil ihrer 
Aktivitat durch Neutralisieren mit KOH oder CaCO, (Stabilitaét von Hemmstoffen 
nur in bestimmtem px-Bereich fanden z. B. auch CLARKE, JOHNSON und ROBINSON 
1949; Lutz 1948; OppERMANN 1951; Bose 
1953). Bei Abstufung der pg-Werte ergab 
sich, daB Merulius-Losung zwischen py 5 und 
6 und Daedalea-Lésung bei py 5 an Wirksam- 
keit abnimmt?. Durch erneutes Ansauern 


S 


anhbiotischer 
Quotient 
s 


trat keine Reaktivierung ein; offenbar wurde 2 = —— 
der empfindliche Teil des Hemmstoffes irre- s pa-Wert 

versibel zerstort. AuBerdem muB ein zwel- Re ee 
ter, nicht durch Neutralisation zerstorbarer acher Quotient) Giner Panue Nahr: 
Hemmstoff in den Nahrlésungen vorhanden lésung von verschiedenem py-Wert 
sein. Die Aktivitat der Panus- und Pholiota- im Lochtest gegen Polystictus. 


Nahrlédsungen nahm beim Neutralisieren 

ebenfalls etwas ab, beim Ansaéuern dagegen zu. Der Vorgang war reversibel und 
beliebig wiederholbar. Die Hemmwirkung (= Antibiotischer Quotient) einer Panus- 
Lésung im Lochtest bei verschiedenen py-Werten zeigt Abb. 7. 

Nach ScuraurstaTreR und Deurscn (1948) inaktiviert Cystein Substanzen 
mit ungesattigten Keto-Gruppen (nach Mrescuer 1950 wird z. B. Patulin durch 
Verbindungen mit SH-Gruppen inaktiviert). Von den vorliegenden Hemmstoften 
lieB sich nur der in der Xylarialésung durch Cystein inaktivieren. Durch Zusatz 


1 Bin Versuch, den X ylaria-Hemmstoft titrimetrisch zu bestimmen, hatte keinen 
Erfolg, da offensichtlich noch andere oxydable Substanzen vorlagen. 

2 Bei den py-empfindlichen Hemmstoffen wurde haufig Oxydationsempfindlich- 
keit vorgetauscht, da durch Oxydation der Oxalsdure der pu- Wert anstieg und die 
Aktivitat dadurch sank. Bei Zugabe einiger Tropfen HCl blieb die Aktivitit 


konstant. 


; 
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von 0,31 mg/cm? Cystein sank die Aktivitat von 125 E/em® auf 22 E/cm’%, ging 
durch weiteren Zusatz jedoch nicht véllig verloren. Bei noch héherer Konzentration | 
des Cysteins wurde die Hemmung wieder stiarker, da Cystein selber auf Polystictus 
hemmend wirkt (bei 10 mg/cm® betraigt der antibiotische Quotient 83). Ob die 
Restaktivitat der X ylaria-Nahrlosung durch Uberlagerung der Cystein- und Hemm- 
stoffwirkung entsteht oder ob auch in der X ylaria-Lésung kein einheitlicher Hemm- 
stoff vorliegt, muB offen bleiben. Da OppERMANN (1951) in X ylaria-Nahrlésungen | 
4—5 Wochen alter Kulturen einen Hemmstoff mit véllig anderen Eigenschaften 
als den hier untersuchten festgestellt hat, ist letzteres wahrscheinlich. 

Die Untersuchungen zeigen, daB die wachstumshemmenden Wirkun- 
gen der zersetzten Nahrlésungen je nach Art der darin enthaltenen. 
Hemmstoffe durch oxydierende Substanzen, py-Anderungen und' 


auch bestimmte Aminosaduren sich Aandern k6nnen. 


2. Inaktivierung durch die Testpilze. . 
In den meisten Versuchen war die Hemmung des Pilzwachstums. 


durch die zersetzten Nahrlésungen nur voriibergehend. Die Hemm- 
stoffe wurden also inaktiv oder die aufgepflanzten Testpilze dagegen 
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Hemmstoffkonzentration am Versuchsende 


0 20 40 60 80 0 25 50 15 100 
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Abb. 8. Am Ende der Versuche mit Merulius- (links) und Xylaria-Lésungen (rechts) gemessene 

Hemmstoffkonzentrationen in Prozent der Ausgangskonzentrationen. Abszisse: Angewendete Kon- 

zentration. Die Werte sind aus Versuchen mit Polystictus (P), Coniophora(C), Trametes (1), Fo- 

mes (F) und Schizophyllwm (S). (4+ Fomes war durch 42 und 70 E/em* Merulius-Hemmstoff vor 
Versuchsende tot.) 


resistent. Beides kommt nach Literaturangaben vor (z. B. Inaktivierung 
von Penicillin; FLemmine 1946, IrRaana, MAra u. Sacus 1950, Por- 
Lock 1950. Erwerbung von Resistenz gegen Streptomycin: KLEIN u, 
KIMMELMANN 1947, SrvaG u. Rosanorr 1952; und gegen Aureomycin: 
GEZON u. Fasan 1950). 


Zur Priifung auf eventuell erworbene Resistenz wurde Mycel von Polystictus 
und Fomes sofort nach Beendigung des Versuches mit Merulius-Lésung auf eine 
Lochtestplatte geimpft und hier die Hemmung durch Merulius-Lésung mit un- 
behandeltem Polystictus- und Fomes-Mycel verglichen. Ein Hinweis, da® das Mycel 
im Versuch resistent geworden ware, ergab sich nicht. Darum wurde in allen Kombi- 
nationen, in denen die Wirkung der von Merulius, Daedalea, Polyporus und X yla- 
ria zersetzten Nahrlésungen gemessen wurde, die Hemmstoffkonzentration auBer 
bei Versuchsbeginn auch am Versuchsende im Lochtest bestimmt. 
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In vielen Fallen zeigte sich eine Abnahme der Hemmstoffkonzentra- 
tion auf 50—20% wihrend der Versuchszeit (Abb. 8). Beim X ylaria- 
Hemmstoff war der prozentuale Rest bei allen angewendeten Konzen- 
trationen annahernd gleichgro8 (b in Abb. 8). Bei den anderen 
dreien dagegen war er bei niedriger Hemmstoffkonzentration 
sehr hoch, betrug bei mittlerer nur noch etwa 50% und stieg 
bei hoher wieder an (Beispiel: Merulius-Hemmstoff, a in Abb. 8). 


Zur Priifung, ob die Testpilze Inaktivierungsfaktoren in die Nahrlosung aus- 
schieden, wurden die hemmstoffhaltigen Lésungen von Merulius- und Xylaria- 
Kulturen teils mit Nahrlésung einer 36 Std alten Schizophyllum-Kultur, teils mit 
7%iger Biomalzlésung im Verhaltnis 1:1 gemischt. Die Hemmstoffkonzentration 
wurde sofort und nach 48 Std (Aufbewahrung bei 25° C, je 10 cm? in 100 em?- 
Kolben) im Lochtest bestimmt. 


Wie Tab. 9 zeigt, verlor die Mischung der Xylaria-Lésung mit Nihr- 
lésung der Schizophyllum-Kultur fast die Halfte ihrer Aktivitit. Die 
anderen Mischungen blieben dagegen unverandert. 


Tabelle 9. Aktivitdtsinderung von Losungen mit Merulius- und X ylaria-Hemmstoff 
durch Mischung mit Malzlésung und Nahrlosung einer 36 Std alten Schizophyllumkultur. 


X ylaria Xylaria Merulius 
+ Malzlosung + Schizophyllum + Schizophyllum 
OR StGIeHy/cmer, sro) vie 85 85 87 
48 Std; E/em?. ..... 80 | 47 90 


Durch Bewuchs mit Schizophyllum muB in der Biomalzlésung also 
ein Faktor gebildet worden sein, der den Xylaria-Hemmstoff, aber 
nicht den Merulius-Hemmstoff inaktiviert. 
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0 7 2 3 48 60 7 84Std. 0 12 ag 36°C 
Wirkungsdaver Temperatur 
Abb. 9. Inaktivierung von Xylaria-Hemm- Abb. 10. Inaktivierung von Xylaria-Hemm- 
stoff durch Mischung mit Schizophyllwm- stoff durch Mischung mit Schizophyllum- 
Nahrlésung nach verschiedener Wirkungs- Niahrlésung bei verschiedener Temperatur 
dauer (inaktivierte Menge in Prozent der (inaktivierte Menge in Prozent der 
Ausgangskonzentration). Ausgangskonzentration). 


Es handelt sich vermutlich um eine enzymatische Reaktion, deren zeitlichen 
Verlauf Abb. 9 zeigt. Bei Bindung antibiotisch aktiver Gruppen des Molekiils durch 
Stoffwechselprodukte (BrrKMAN, HENRY, HOUSEWRIGHT u. HENRY 1947 ; RyBpak 
u. Gros 1948) hatte die Reaktion bei der hohen Ausgangskonzentration von 85 E/ 
em? sich einem Sattigungspunkt nahern miissen. Fiir einen enzymatischen Vorgang 


ey 
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spricht weiter die Temperaturabhangigkeit (Abb. 10) mit einem Qi) = 2 (SUMNER 
u. Somers 1947; Precur 1949) sowie die teilweise bzw. véllige Zerstorung des 
Inaktivators durch Filtration und Erhitzen auf 100°. 

Benutzt man die Menge des inaktivierten X ylaria-Hemmstoffes als 
Ma& der Enzymkonzentration, so zeigt sich bei Pilzen mit schnellerem 
Wachstum auch die staérkere Enzymbildung (Tab. 10). 


Tabelle 10. Mycelgewicht und Konzentration des Inaktivierungsenzyms 48 Std alter 
Kulturen der Testpilze. 


io- ly- hizo- 

Testpilz: Fomes aya | Trametes ge P ee 
Enzymkonzentr. (inakt. E/em*) 12 15 15ane) Tae: 30 
Mycelgewicht (mg) ...... 6,8 10,2 14,2 1733 2162 


402 | +404 |+05 | +03 | +06 


Abb. 11 zeigt aber, daB die Bildung des Inaktivierungsenzyms nicht 
unmittelbar an das Wachstum gebunden ist, sondern da es von einem 
bestimmten Kulturstadium an auftritt. 

Die Bildung des Inaktivators durch alle 5 Test- 
pilze sowie die Oxydationsempfindlichkeit des 
Hemmstoffes (Seite 341) lieBen als inaktivieren- 
des Enzym eine relativ unspezifische konstitu- 
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S tive Oxydase vermuten. Bei Priifung 1—5 Tage 
§, alter Mycelstiicke auf verschiedene Oxydasen 
20 & 
pees Abb. 11. Zeitliches Auftreten des Inaktivators bei Schizophyllum. 


1 0Q (Inaktivierte E/em* in Prozent der Gesamtkonzentration.) 
0 2 & 36 8 6OSKd. 
und Reduktase (Methodik Seite 323) lieB sich jedoch bei Schizophyllum 
und Coniophora keine Oxydase nachweisen (Tab. 11). Von den nach- 
gewiesenen Enzymen konnte daher keines mit dem Inaktivator identisch 
sein. Ks ist jedoch trotzdem méglich, daB die Inaktivierung auf oxy- 


Tabelle 11. Enzyme der Testpilze. 
Radius der Farbinderungszone des Lochtestes in Millimetern. In einigen Fallen 
stieg die Enzymkonzentration erst mit zunehmendem Alter auf den angegebenen 
Wert (Schragstrich hinter der Zahl). 


t 


Indicator Polystictus | Trametes “yee Coniophora 
a 
Oxydasen: | 
WOCStATE®. ©... 5's 4 — 4/ — 4/ —— 

SL Woiv}Sehn i yar ee aay aA 5/ 3 — 5/ — 
ON OOUO! criss ss, eat 2 7 — 6 — 
JOD Kab ni H0'. cpp Siena saad a 5/ 6 — 6 — 
Reduktase : 

Indigokarmin ...... 3/ 3 — 2 = 
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dativem Wege erfolgt, jedoch handelt es sich dann um ein Enzym anderer 
Substratspezifitat. 

Bei Mischung der hemmstoffhaltigen Nahrlosungen von Merulius, 
Daedalea und Polyporus mit Nibrlésung 1—5 Tage alter Kulturen der 
Testpilze war nach 7 Tagen noch keine Aktivitatsabnahme im Lochtest 
nachweisbar. Dagegen nahm die Aktivitat ab, wenn z. B. MW erulius-Losung 
einer Coniophora-Kultur zugesetzt wurde (Tab. 12). 


Tabelle 12. Abnahme der Hemmwirkung einer Meruliuslésung bei Zugabe zu einer 
Contophorakultur. 


Hemmstoffkonzentration in E/cm?: 


nach OStd 26 Kontrolle 26 
12 Std 25 
24 Std 21 
36 Std 14 
48 Std 13 Kontrolle 28. 


Da der Vorgang offensichtlich an die Gegenwart des Pilzes gebunden war, wurde 
nun der wirksame Faktor im Mycel selbst gesucht. 

Die Testpilze wurden auf 50 cm® 3,5%iger Biomalzlésung in 300 cm?-ERLEN- 
MEYER-Kolben 10 Tage kultiviert. Dann wurde die Nahrlésung abfiltriert. Das 
Mycel wurde im Morser mit Quarzsand zerrieben, nach 10 min wurde von einem 
Teil des Breis der Auszug abfiltriert und gesondert untersucht. Alles geschah mit 
méglichster Sterilitat. Eine Merulius-Losung wurde auf 100 E/cm* Hemmstoff ein- 
gestellt und mit den obigen Losungen und Brei 1:1 gemischt. Alle Lésungen wurden 
auf ein px 2,8—3,0 eingestellt, um unter Umstiinden doch erfolgte Infektionen 
an der Entwicklung zu hindern und zugleich einen sicheren pg-Bereich fiir den 
Lochtest zu schaffen, der nach einer Wirkungszeit von 48 Std (bei 25°) durchgefiihrt 
wurde. Vom Mycelbrei wurde dazu nur die tiberstehende Lésung verwendet. 


Tabelle 13. Antibiotische Aktivitit einer Meruliuslésung nach Mischung mit Kultur- 
lésung, Mycelauszug und Mycelbrei der Testpilze (Hemmstoffkonzentration in E/cm’). 


; Polystictus | Trametes Schizophyllum Fomes Coniophora 
Testpilz: | 
8 | n s | n eee $ n 8 n 
Kontrolle ... 50 10 50 10 50 10 50 10 50 10 
Nahrlésung. . . 47 52 47 47 54 
Mycelauszug . . 52 43 54 50 48 
Mycelbrei .. . SOM alent SO) a ae OR ies 9 | 30 | 12 | 40 | 12 


s = saure Lésung, n = neutralisierte Lésung. 


Wie aus Tab. 13 hervorgeht, befanden sich nur im Mycelbrei, dagegen 
nicht in der Nahrlosung und auch nicht im Mycelauszug Faktoren, die 
den py-empfindlichen Anteil der Merulius-Hemmstoffe inaktivieren. 

Die schon von HaRpER (1911) und OppERMANN (1951) vermutete In- 
aktivierung pilzlicher Hemmstoffe durch manche Basidiomyceten 


kann also sowohl durch aus der Nahrlésung isolierbare als auch 
23* 
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an die Gegenwart des Mycels gebundene Faktoren erfolgen 


(Inaktivierung von Xylaria- baw. Merulius-Hemmstoff). 


IV. Besprechung der Ergebnisse. 

Zahlreiche Autoren haben die Wirkungsweise sowohl der von gewissen 
Organismen gebildeten als auch von ginzlich fremden Stoffen auf Mikro- 
organismen untersucht (z. B. Monop 1944; Berkman, Henry, Housn- 
WRIGHT u. Henry 1947; RyBak u. Gros 1948; Fries 1950a; MANDELS: 
u. Stu 1950; Lerrré u. ALBRECHTS 1951; CaFIFERO u. ZAMBRUNO 1952). 
Unter anderem hat Yamamoto (1933) ein Schema der Wirkung von 
Giften auf Wachstum und Atmung bei Schimmelpilzen entwickelt. 
Er unterscheidet a solche, die direkt die Atmung hemmen (der CO,- 
Koeffizient wird kleiner), b andere, die primar nur Wachstumsvorgange 
hemmen (der CO,-Koeffizient wird gréBer) und ¢ solche, die auf beides 
hemmend wirken (der CO,-Koeffizient bleibt unverandert). Dabei tiber-. 
steigen Wachstum und Atmung niemals die Werte der giftfreien Kon-| 
trolle. 

Versuchen wir die vorstehend geschilderten Beobachtungen tiber die 
Wirkungen gebrauchter Nahrlésungen auf Wachstum und Atmung ande- 
rer Pilze nach diesem Schema einzuordnen, so zeigt sich sofort, daB sich 
in keiner Lésung ein reines Atmungsgift (also Gruppe a) befand, 
denn in den Kombinationen mit einer geringen Abnahme des CO,- 
Koeffizienten erfolgte gleichzeitig eine Foérderung des Wachstums. Da- 
gegen entsprechen die Seite 332 unter III zusammengefaBten Kombina- 
tionen der Gruppe c YAMAMoTOs und die unter I und II zusammen- 
gefaBten ungefihr der Gruppe b!. In allen Fallen sind also primar 
mehr oder weniger spezifisch die Wachstumsvorginge ge- 
hemmt worden. Auch das Sulfanilamido-thiazol gehért seiner 
Wirkung auf Fomes nach zur Gruppe b, wie die Sulfonamide ja auch 
bekannt sind als Antagonisten der p-Aminobenzoesiure (TSCHECHE 
1947; AUHAGEN 1948; Nimmo-SmirH 1948; AnkER 1951) und an ihre 
Stelle bei Synthesen, vor allem der Folsiure und Enzymen der Eiwei8- 
synthese (DE HAAN u. WINKLER 1951) treten. (SEvac, Henry u. Rt- 
CHARDSON 1945 fanden dagegen durch Sulfonamide bei Bakterien eine 
Atmungshemmung.) : 

Die Seite 329 unter [Ab und IBe, d u. e zusammengefakten Gruppen 
fiigen sich, wie schon erwihnt, nicht véllig dem Schema YamamorTos, 
da hier die Atmung der auf normalem Nihrboden wachsenden Kontrolle 
tberschritten wurde, und auch fiir die Gruppe IAa erscheint die Kin- 


 Sicher 1iBt sich eine strenge Abgrenzung der Gruppen b und ¢ YAMAMOTOS 
nicht immer durchfiihren, denn Stérungen z. B. der Eiwei&synthese werden auf 
vielfache Weise auch die Atmungsvorginge in Mitleidenschaft ziehen, schon weil 
die Fermenttraiger meist KiweiBe sind. 
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ordnung bei dem hohen CO,-Koeffizienten fraglich. Beriicksichtigt man 
jedoch, daB z. B. Polystictus Oxalsiure zu oxydieren vermag (auch 
von anderen Pilzen ist dies beschrieben worden: Norp u. Virucct 1951; 
ALLsopP 1951), wobei bei nur geringem Energiegewinn groBe CO,-Mengen 
frei werden (Maltose 112 cal, Oxalsaéure 30 cal je 1 Molekiil CO,), so ver- 
mag man die Wirkung der Merulius-Nahrlésung durch Zusammenwirken 
von Wachstumshemmstoff und Oxalsaure recht gut zu erkliren, wobei 
Coniophora, die selber Oxalsiiure anreichert, bezeichnenderweise keinen 
solchen starken Anstieg des CO,-Koeffizienten zeigte. Die Losungen von 
Daedalea und Polyporus steigerten die Atmung einiger Pilze jedoch iiber 
die der Kontrolle hinaus. Die schnelle Oxydation einer fiir diese Pilze 
nicht giftigen Siure wiirde auch dies erklaren, und tatsachlich ist bei 
Daedalea und Polyporus die Oxalsiure nur ein Teil der gebildeten Sau- 
ren. — Ks scheint somit nicht notwendig zu sein, die Atmungs- 
steigerung auf die Antibiotica selbst zuritickzufihren; da- 
gegen mu den Séuren, besonders der Oxalsiure, eine starke Mit wir- 
kung am Antagonismus der héheren Pilze, wie er sich im Mischtest 
zeigte, zugesprochen werden. 

Auch indirekt wirken die Sauren auf die Testpilze durch Verainde- 
rung des pq- Wertes der Nahrlosung, von dem z. T. die Aktivitat der 
Antibiotica abhaingig ist. So wirken die Nahrldsungen von Panus und 
Pholiota im sauren Bereich sehr viel stiéirker hemmend als im neutralen. 
Die gleichen Verhaltnisse fanden mehrere Autoren bei der Untersuchung 
der fungistatischen Wirkung hoéherer Fettsiuren (HoFFMAN, SCHWEITZER 
u. DatBy 1939; RigLER u. GREATHOUSE 1940). RiagLER und GREAT- 
HOUSE schlossen aus diesem py-Verhalten, dai das undissoziierte 
Molekiil hemmt, das Ion dagegen nicht; das trifft sicher auch fiir 
den Panus- und Pholiota-Hemmstoff zu. Durch diese Higenschaft lift 
sich auch die starke Hemmung von Coniophora durch Panus- und 
Pholiota-Nahrlésung erkliren, die im Gegensatz zur sonstigen Resistenz 
von Ooniophora steht. Weiterhin mu8 jede Verminderung der Aciditat, 
wie sie z. B. durch Polystictus erfolgt, in der Niihe des Neutralpunktes 
zum Unwirksamwerden eines Teils der Merulius-, Daedalea- und Poly- 
porus-Hemmstoffe fiihren, da diese nur in ziemlich saurer Lésung stabil 
sind. Solche Aktivititsabnahme durch Neutralisieren stellte auch OPPER- 
MANN (1951) fest, und vom Penicillin ist bekannt, da es nur im neu- 
tralen und schwach sauren Bereich stabil ist (ROMER 1947; CLARKE, 
JoHNSON u. Rosrnson 1949). Man nimmt an, daB die Inaktivierung 
beim Penicillin durch Sprengung des 6-Lactamringes erfolgt (FLEMMING 
1946; BropERSEN 1949). Die irreversibele Inaktivierung von Merulius-, 
Daedalea- und Polyporus-Hemmstoff beim Neutralisieren lat vermuten, 
daB es sich auch hier um eine Strukturzersto6rung an der wirk- 
samen Gruppe handelt. 
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In unseren Versuchen erfolgte die Inaktivierung der Hemmstoffe 
jedoch auf andere Weise. So wurde der Xylaria-Hemmstoff durch ein 
Ectoenzym inaktiviert, wie es z. B. auch vom Penicillin (FLEMMING 
1946; IrnrgANG, Mara u. Sacus 1950) und Patulin (WALLHAUSSER 1951b) 
bekannt ist. Fiir das Verhalten in Mischkulturen ist jedoch nicht nur 
das mengenmafige Auftreten des Enzyms wichtig, sondern auch das 
zeitliche. Junge Hyphen, an denen es noch nicht gebildet wird, werden 
vom Xylaria-Hemmstoff zunachst véllig gehemmt; nach einigen Tagen 
kann dann Xylaria trotzdem voéllig tiberwachsen werden, wie es schon 
Harper (1911) beobachtet hat. Nach WALLHAUSSER (1951) erfolgt auch 
die Inaktivierung von Patulin nur in bestimmten Wachstumsphasen. — 
Die Inaktivierung der Merulius-, Daedalea- und Polyporus-Hemmstoffe 
erfolgte dagegen anscheinend durch einen adaptiven Faktor, der mit 
steigender Hemmstoffkonzentration zunaichst in steigender Menge ge- 
bildet wird, bis die Schidigung durch den Hemmstoff so groB wird, dai 
es nicht mehr zur Ausbildung dieses Faktors kommt (a in Abb. 8). Der 
Versuch mit Mycelfraktionen steht in keinem Widerspruch dazu, da im 
Mycelbrei zweifellos noch eine groBe Anzahl intakter Zellen enthalten war. 

Eine unmittelbare Folge der Inaktivierung ist die in vielen Kombi- 
nationen beobachtete VergréBerung der Myceldichte. Bei Aus- 
scheidung eines Enzyms, aber auch bei endogener Inaktivierung (IRR- 
GANG, Mara u. Sacus 1950), muB es zum stirksten Hemmstoffabbau 
in der unmittelbaren Umgebung der Hyphen und damit zur Entstehung 
eines Konzentrationsgefalles kommen. Die Hyphen aber, die jetzt in 
die Lésung hineinwachsen, miissen gegen eine steigende Konzentration 
des Hemmstoffes anwachsen, wahrend der Bildung von Luftmycel nur 
mechanische Grenzen gesetzt sind. Es erfolgte darum auch durch Sulf- 
anilamido-thiazol, das sicher nicht enzymatisch inaktiviert wird, keine 
Erhohung der Myceldichte bei Fomes. 

In einigen Fallen war die Steigerung der Myceldichte jedoch eine 
Folge der durch geringe Mengen der zersetzten Nihrlésungen geférderten 
Mycelbildung. Solche Wachstumsférderungen sind gerade im Zu- 
sammenhang mit antibiotischen Untersuchungen wiederholt beobachtet 
worden (Netius u. LAaFonTAINE 1949; VirTANEN 1949; WALLHAUSSER 
1951a; OPPERMANN 1951). Frrms (1949, 1950a, 1950b, 1951) hat bei Eu- 
myceten Férderung des Wachstums vor allem in den ersten Kultur- 
stadien durch spezifisch wirkende Aminosiuren und Purine erhalten. 
Da Aminosiuren auBer in der Form von Antibiotica (Craig 1949; 
DALGLIESH u. JOHNSON 1950) auch sonst in der Nahrlésung durch Mikro- 
organismen angereichert werden kénnen (DuNLop 1949; FRomAGEoT, 
Justisz u. Tesster 1949; Daguey, Dawns u. Morrison 1950; Goopiow, 
Braun u. Mrka 1951; Morton 1951), wire eine Wachstumsférderung 
hierdurch denkbar; doch kann es sich auch um andere Stoffe handeln. 
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Dagegen erfolgt die beschleunigte Ausbreitung des Mycels, 
wie sie Coniophora auf Pflaumensaftagar durch Penicillium ermoglicht 
wurde, offensichtlich nicht durch Zufiihrung eines fordernden Faktors 
sondern durch Ausschaltung eines hemmenden. Dies zeigt ebenfalls, daB 
die Beziehungen der Pilze nicht auf die Antibiose beschrinkt sind 
und weiter, daB8 Fruchtsafte und iihnliche Nahrbéden neben reichem 
Gehalt an Wachstumsfaktoren auch hemmende Faktoren enthalten 
k6nnen. 

Das antagonistische Verhalten der Pilze, wie man es in Misch- 
kulturen beobachtet, beruht also mindestens vorwiegend auf Hem- 
mungen synthetischer Stoffwechselvorginge und nicht auf 
Hemmung des Kohlenhydratabbaus. Fiir das Verhalten ist weiter die 
Menge der gebildeten Hemmstoffe wichtig, welcher Mycelteil sie bildet, 
und ihre chemischen Higenschaften, und im Hinblick auf den An- 
tagonisten die Empfindlichkeit gegen dessen Hemmstoffe, die 
Fahigkeit diese zu inaktivieren, die Schnelligkeit dieses Vorganges, 
welcher Mycelteil den Inaktivator bildet und vielleicht auch die 
Fahigkeit, dessen Stoffwechselprodukte und Enzyme fir das 
eigene Wachstum auszunutzen. 


Zusammenfassung. 

6 Hymenomyceten (Merulius lacrymans, Polyporus sulfureus, Daeda- 
lea quercina, Pholiota mutabilis, Panus conchatus und Lepiota cepaestipes) 
und 1 Ascomycet (Xylaria polymorpha) wurden auf Biomalzlésung kulti- 
viert; im Zeitpunkt des maximalen Hemmstoffgehaltes der Nahrlosung 
(je nach Art nach 12 Tagen bis 5 Wochen) wurde deren Wirkung auf 
Wachstum und Atmung von 5 anderen Hymenomyceten (Coniophora 
cerebella, Polystictus versicolor, Fomes fomentarius, Trametes radiciperda 
und Schizophyllum commune) untersucht. 

Das Wachstum wurde in fast allen Kombinationen gehemmt und 
zwar die Zunahme des Koloniedurchmessers meist starker als die Zu- 
nahme der Mycelsubstanz. In einigen Fallen (20% der Gesamtversuche) 
wurde das Wachstum bei niedriger Konzentration aber auch gefordert. 
Bei X ylaria-Nahrlésung lieB sich der fordernde Faktor vom Hemmstoff 
trennen. 

Die Atmung wurde in einigen Fallen gleich stark wie das Wachstum 
gehemmt (28% der Versuche), in den meisten Kombinationen wurde sie 
jedoch weniger beeintrachtigt oder sogar, besonders durch die Lésungen 
von Daedalea und Polyporus, iiber die Atmung der Kontrolle (auf nor- 
maler Nahrlésung) hinaus gesteigert. 

Sulfanilamido-thiazol wirkte auf Fomes ebenfalls starker wachs- 
tums- als atmungshemmend, wahrend Streptomycin und Colchicin 
so gut wie unwirksam waren. 
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An der antibiotischen Aktivitat der gebrauchten Nahrldsungen waren 
durch die Pilze gebildete Sauren, vor allem Oxalséure, mit beteiligt. 

Die hemmende Wirkung einiger gebrauchter Lésungen lieB sich herab- 
setzen, und zwar durch Neutralisation (Merulius- und Daedalea- 
Lésung irreversibel, Panus- und Pholiota-Lésung reversibel), Oxyda- 
tion (Xylaria-, Panus- und Pholiota-Lésung) und Cysteinzusatz 
(Xylaria-Lésung). Sie wurde weiterhin durch von den Testpilzen ge- 
bildete Faktoren herabgesetzt; diese wirkten gegen Xylaria- 
Hemmstoff exogen, wihrend die gegen Merulius-, Daedalea- und Poly-— 
porus-Hemmstoff wirksamen anscheinend adaptiver Art waren. 

In den Nahrlésungen von X ylaria, Panus und Pholiota wurde Biotin 
nachgewiesen; dieses ist aber nicht mit den wachstumsfordernden Fak- 
toren identisch. 

Die Férderung der Mycelausbreitung von Coniophora in Mischkulturen 
mit Penicillium auf Pflaumensaftagar beruht dagegen nicht auf fordern-— 
den, sondern auf Ausschaltung von hemmenden Faktoren im — 
Pflaumensaft. 


Herrn Prof. Dr. HarpER méchte ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir 
ihre Férderung meinen herzlichen Dank aussprechen. 
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(Aus dem Strangeways Laboratory, Cambridge, England.) 


Die Stellung der Griinen Bakterien im System 
der Organismen. 


Von 
E. G. PRINGSHEIM, 


Mit 4 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 27. Juni 1953.) 


I. Die gegenwirtige Lage. 

Eine Anzahl von Organismen, die in Gestalt und Gré8e Bakterien 
gleichen, besitzen in ihrem Protoplasma Pigmente, welche ihnen die 
Ausniitzung der Sonnenenergie gestatten. Sie sind in zweierlei Hinsicht 
biologisch bemerkenswert: 1. weil sie einen biochemischen Vorgang 
unterhalten, dessen Vergleich mit der Photosynthese der Algen und 
hdheren Pflanzen aufschluBreich ist, und 2. weil ihre verwandtschaft- 
liche Beziehung zu den farblosen Bakterien fiir das Verstaéndnis der 
Stammesgeschichte wichtig werden kann. Man kennt rote, braune und 
grine Bakterien, deren Fiarbung bei ihrer Kleinheit allerdings oft nur 
erkannt werden kann, wenn sie gehiuft sind, die aber nicht mit solchen 
verwechselt werden diirfen, die gefairbte Substanzen abscheiden, selbst 
jedoch farblos sind. 


Unsere Kenntnis der griinen Pigmentbakterien verdanken wir hauptsachlich 
vAN Niet (1931, 1944), nachdem ENGELMANN (1882), WINoGRADSKY (1888), NAp- 
son (1906, 1912), Bupmr (1913), LaurerRBorn (1915), Bavenpamm (1924) und 
andere wertvolle Vorarbeit getan hatten. Eine zusammenfassende Darstellung der 
Griinen Bakterien brachten GrrITLER und PascHER (1925, 8. 451), die neben Lav- 
TERBORNS Bezeichnung Chlorobacteriaceen fiir die ganze Gruppe ,,Cyanochloridi- 
nae‘ vorschlagen, was vielleicht eine weitere Fassung bedeuten soll. Sie betonen, 
daB die Aufstellung einer taxonomischen Gruppe ein Provisorium darstelle, daB 
in keinem Falle die Bakteriennatur solcher Lebewesen erwiesen sei, und daB es 
sich wahrscheinlich um einzellige Cyanophyceen handle. ,,Kin spaiterer Stand der 
Forschung wird wohl die Cyanochloridinen-Chlorobakterien véllig in die einzelnen 
natiirlichen Komponenten auflésen.‘‘ Die Verf. erwarten von der Untersuchung 
der Pigmente wichtigen AufschluB. 

van Niex (1931) hat dann als erster Griine Bakterien reingeztichtet und ihre 
nahen Beziehungen zu den Purpur- und den Braunbakterien erértert (1944), auf 
die schon LAUTERBORN (1915) auf Grund seiner morphologischen Untersuchungen 
aufmerksam gemacht hatte. In bezug auf die Pigmente scheint er sich aber auf 
Bupers (1913) und dessen Schiilers Mrtzner (1922) Untersuchungen verlassen zu 
haben. Auch die Arbeiten von FiscuER und STERN (1940, vgl. RasrnowrtscH 1946, 
S. 101, 402, 407 u. 445, obgleich die Literatur unvollstandig beriicksichtigt ist), 
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und von Larsen (1952) haben die Lage nicht geklart. van Nrex lehnt die Vor-— 
schlage von GrrrLeR und PascuEr ab, zieht viele von ihren Arten als Synonyme— 
zusammen und stellt alle Griinen Bakterien in die Nahe der Purpurbakterien 
(vgl. auch vAN Nrex 1948). 

Wie friiher dargelegt (1949, S. 78), gibt es Mikroorganismen von der 
Gestalt und GréBe von Bakterien, welche blaulich griin sind und andere 
mit einem gelbgriinen Ton. Die ersteren wurden in die Cyanophyceen, 
die letzteren in die Nihe der Purpurbakterien eingereiht. Ob es noch 
eine dritte Gruppe giibe, die sich z.T. mit GxrITLER und PAScHERS 
Oyanochloridinae decke, blieb ungewiB. Die neueren Untersuchungen — 
von LARSEN (1952) erweitern unsere Kenntnis der Ernahrungsbedingun- 
gen mit Hilfe einer neuen Chlorobium-Art, zeigen aber noch deutlicher, 
daB es nétig sein wird, viele Stimme zu untersuchen, um die morpho- 
logisch-taxonomische Lage zu klaren. 


II. Untersuchungsmethoden. 


1. Kultur. 


A. Blaugriine ,, Bakterien™. 


Unter den von GEITLER und PascHER angefiihrten bakteroiden frei- 
lebenden Arten wird Tetrachloris inconstans (PASCHER, 8S. 456) als ganz 


ae ee emai 


zart blaB gelbgriin beschrieben. Eine aihnliche Form, die allerdings keine | 


Vierergruppen, sondern nur Zellenpaare zeigte, wurde im Dezember 1948 
in Gemeinschaft mit Holopedia geminata Lagerh. in einer Schlammprobe 
gefunden und konnte in Erde-Wasser-Réhrchen (PRrINGsHEIM 1946a, 
1946b) geziichtet werden. Oft entstand ein hell blaugriiner Satz, und 
auch die Erde hinter dem Glas wurde auf der Lichtseite blaugriin. In 
alten Kulturen sahen die Zellansammlungen gelblich aus wie bei vielen 


Cyanophyceen, und die einzelnen Zellen farblos, waihrend sie in frischen 


Kulturen eben erkennbar griinlich bliulich waren. Sie hatten einen 
Durchmesser von 1,0—1,3 « und konnten vor der Teilung 2—2,4 u lang 
werden. T'etrachloris inconstans ist 1,5 4, manchmal gréRer im Durch- 
messer. Die Bestimmung der uns vorliegenden Form ist zweifelhaft. 
Am Rande des Hangetropfens konnten triige, unterbrochene Eigenbe- 
wegungen festgestellt werden (PRriNasHEIM 1949, S. 60). In Reagens- 
glaskulturen entstand ein blaugriiner Streifen an der vom Fenster 
abgekehrten Seite, wohin die Zellen durch Kriechen gekommen sein 
diirften. . 


Kin anderer in Kultur angereicherter Organismus iihnelte in seiner 
Gestalt LAUTERBORNS (1915, 8. 430) Pelogloea, fiir die keine Farbe an- 
gegeben ist. Diese Art wurde mehrfach in Schlamm aus schmutzigen 
Graben angetroffen und vermehrte sich in Erde-Wasser-Kulturen reich- 
lich, besonders wenn Ammoniummagnesiumphosphat zugesetzt wurde. 
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Die Flissigkeit wurde intensiv blaugriin. Die Zellen, die kurze Stibchen 
darstellten und zuweilen kurze, unregelmaBige Ketten bildeten, zeigten 
eine eben noch erkennbare Farbung. Alte Kulturen bleichten aus. Be- 
wegung wurde nicht beobachtet. Die Zellen sind meist 1,5—1,8:1 iG 
groB, kénnen aber auch linger werden. — 

Hine dritte Form, ebenfalls aus einer Rohkultur mit Faulschlamm, 
war nur 0,6—0,8 uw dick und bildete ziemlich regelmaBige 1,2—1,5 
lange Stabchen. Trotz ihrer Kleinheit zeigten die Zellen auch einzeln 
deutliche Farbung, muBten also viel Pigment enthalten. In guten Kul- 
turen war die Fliissigkeit tief blaugriin und hatte eine reinere Farbung 
als bei der vorigen Form. In dlteren Kulturen entstand ein Satz, dessen 
oberste Schicht allmihlich vergilbte, bis zuletzt die ganze Zellmasse 
verfarbt war. Durch Zusatz von Nahrlésung konnte die blaugriine Farbe 
wiederhergestellt werden. Diese Form soll provisorisch Chroobacter van- 
tueghemi heiBen. 

Vielleicht ist keine der drei verwendeten Arten geniigend definiert. 
Ks gibt sicher eine Menge mehr oder weniger ahnlicher Organismen, die 
ohne Kulturen der Aufmerksamkeit entgehen wiirden. Auch wurde keine 
von ihnen in Reinkultur gebracht, da sie sich in und auf Agarplatten 
und in Schiittelkulturen mit verschiedenen Nahrbéden nicht vermehrten. 
In starkem Licht traten Assimilationsgasblasen auf. Alle drei Arten 
enthielten Chlorophyll a und einen wasserloslichen blauen Farbstoff, 
sind also Cyanophyceen. 


B. Gelbgriine Bakterien. 


Das Material fiir die Untersuchungen stammte wieder aus verschie- 
denen, durch hineingefallene Blatter und Abwasser verunreinigten Gra- 
ben in Cambridge. Besonders wenn schwarzer Faulschlamm vorhanden 
ist und beim Aufriihren ein Geruch von Schwefelwasserstoff bemerkbar 
wird, ist man ziemlich sicher, gelbgriine Bakterien neben Schwefelpur- 
purbakterien, Spirillen, Beggiatoa, Thiothrix und Sphaerotilus zu finden. 
Das ist hier in Cambridge im Herbst, Winter und Vorfrihling der Fall, 
da die Graben selten zufrieren. 

So wurde unter anderem in einem Rohrchen mit einer Spur Starke, 
dariiber toniger Erde und Wasser, das nach dem Pasteurisieren mit 
etwas Schlamm versetzt und kiinstlich beleuchtet worden war, nach 
drei Wochen iiber der Erde eine durchscheinende gelbe Farbung bemerkt. 
Nach weiteren drei Tagen war sie olivgriin, im auffallenden Licht tief 
blaugriin, von winzigen Stabchen, die 2,5—6 :0,4 u groB waren, einzeln 
keine Farbung erkennen lieBen und in einer sehr zerflieBlichen Gallerte 
eingebettet waren. Keine der bisher beschriebenen Chlorobakterien ist 
go klein. Es wird deshalb der Name Microchloris nadsonii nov. gen., 
nov. spec. fiir diese ausgesprochen bakterienartige Form vorgeschlagen. 
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Dieser Organismus war leicht von Algen zu trennen, nicht aber von 
Chromatien und roten Spirillen. Durch ein Verdiinnungsverfahren gelang 
schlieBlich auch das. Schon nach 3—4 Tagen zeigte sich bei guter Be- 
lichtung eine gelbe, klare Wolke iiber der Erde von Faulkulturen mit 
Stiickchen Kise, mit Getreidekérnern oder Stirke. Eine Reinkultur 
wurde trotz mehrfacher Bemiihungen nicht erzielt. Durch Verwendung — 
von, bis zum Schraubdeckel gefiillten Halbliterflaschen konnte aber 
genug von anderen pigmentierten Organismen freies Material fiir die 
Chlorophyllbestimmung gewonnen werden, die Bacteriochlorophyll 
und nur dieses ergab. Zum Vergleich wurden Kulturen von Purpur- 
spirillen verwendet, sowie eine von H. Larsen im Laboratorium von 
van Nrevt (Hopkins Marine Station, Pacific Grove, Californien) herge- 
stellte Reinkultur von Chlorobium thiosulfatophilum Larsen (1952). Beide 
ergaben dasselbe Bacteriochlorophyll. 

In den mit Faulschlamm beimpften Kulturen trat auch Chlorochro- 
matium aggregatum Lauterborn (1915, 8. 432) auf, manchmal sehr reich- 
lich, und konnte monatelang in Tochterkulturen fortgefiithrt werden. 
Die GréBe der Syncyanosen schwankte in weiten Grenzen, so daf erb- 
liche Unterschiede (GEITLER u. PascHER 1925, S. 460) wohl nicht vor- — 
liegen; doch gelangen Klonkulturen nicht. Die 4uBeren Zellen sind deut- 
lich gelbgriin. Die innere, die als farblos beschrieben wird, kénnte ein 
schwach pigmentiertes Purpurbakterium sein, z. B. Rhabdochromatium, das 
eine ahnliche Gestalt hat. Eine sichere Entscheidung war nicht méglich; 
aber die von BuDER (1913, 8. 82) beobachtete Lichtreizbarkeit spricht 
vielleicht in diesem Sinne. Die fiir eine ahnliche Form von PAascHER 
(GEITLER u. PAscHER, 1925, 8. 460) beschriebenen dichten gelbgriinen 
Wolken ,,mit einem Stich ins Blaugriine‘‘ waren wohl blaugriin gegen 
einen dunklen Hintergrund, da sonst das Farbenspiel einen Widerspruch 
in sich darstellen wiirde. MrTzNER (1922) spricht von gelbgriiner Farbung 
im durchfallenden, schmutzig griiner im auffallenden Licht. Das ent- 
spricht ungefihr unseren Beobachtungen. Allerdings waren die Farben 
besser als ein leicht griinliches Gelb und ein blaiuliches Schwarzgriin zu 
bezeichnen. Auffallend ist die Durchsichtigkeit selbst reichlicher An- 
sammlungen gegen das Licht, ebenso wie bei Microchloris. 

Kine Farbstoffanalyse von Chlorochromatium konnte nicht unter- 
nommen werden, weil in Massenkulturen immer wieder andere pigmen- 
tierte Bakterien beigemischt waren. 


2. Bestimmung des griinen Farbstoffes. 
ENGELMANN (1888) hat als erster Absorptionskurven von roten Schwe- 
felbakterien gewonnen (siehe auch BupER 1919). Seine Praparate lieBen 
die Hauptabsorptionsbande von Bacteriochlorophyll im Ultrarot um 
800 mu erkennen. Die Konstitution des Bacteriochlorophylls a konnten 
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Hans Fiscuer u. Mitarb. ermitteln, so daB kein Zweifel besteht, daB 
die Purpurbakterien einen von Chlorophyll a und Chlorophyll b ver- 
schiedenen dritten Chlorophyllfarbstoff enthalten. Die im Heidelber- 
ger Botanischen Institut unter Leitung von Prof. A. SzryBoLp ausge- 
fihrten Chlorophyllbestimmungen hatten zur Aufgabe, die Natur der 
grinen Farbstoffe in gelbgriinen Bakterien aufzuklaren. Die chroma- 
tographische Analyse frischer Kulturen von Purpurbakterien (SryBoLD 
u. Eater 1939) hatte gezeigt, daB das Bacteriochlorophyll ein azur- 
blauer Farbstoff ist, der durch mehrere Carotinoide iiberdeckt wird. 
Da nur in manchen, aber nicht in allen chromatographischen Analy- 
sen neben Bacteriochlorophyll a noch zwei andere ,,griine Komponen- 
ten“ auftraten, lag schon damals der Verdacht nahe, daB es sich um 
Derivate (wahrscheinlich Abbauprodukte) des Bacteriochlorophylls a 
handelte. 

Offen blieb die Frage, welches Chlorophyll bei den ,,Griinen Bakterien“ 
vorliegt; ihre Beantwortung war nur mit Hilfe von Kulturen moéglich. 
METZNER (1922) gab ein Bandenspektrum von Griinen Bakterien wieder, 
das von einer Purpurbakterienkultur stammte, in der sich ,,Chlorobak- 
terien in gentigender Reinheit‘‘ entwickelt hatten. Dieses Spektrum 
zeigte weder mit Chlorophyll a noch mit Chlorophyll 6 Ubereinstimmung, 
geschweige denn mit Bacteriochlorophyll a, so daB es damals berechtigt 
erschien, von einem besonderen Farbstoff, Bacterioviridin, zu sprechen. 
Die Existenz des Bacterioviridins, die sich nur auf das von METzNER 
angegebene Bandenspektrum stiitzte, war fiir die Systematik der Bak- 
terien ebenso bedeutend wie fiir Probleme der Biochemie der Chlorophyll- 
farbstoffe und der Photosynthese tiberhaupt. 

Ohne hier auf Einzelheiten einzugehen, darf gesagt werden, daB in 
den Griinen Bakterien Microchloris nadsonii und Chlorobium thiosulfato- 
philum neben verschiedenen, zunachst nicht bestimmbaren Carotinoiden 
nur Bacteriochlorophyll a vorhanden ist. Messungen mit dem BEcK- 
MANN-Spektrophotometer lieferten den Beweis, daf in vivo, also im 
Holochrom (Smrru 1952), nur Bacteriochlorophyll a festzustellen ist. 
Die Chromatographie (Puderzucker als Adsorbens) zeigte ebenfalls nur 
Bacteriochlorophyll und Abbauprodukte dieses Pigmentes, die entweder 
von abgestorbenen Individuen herriihren oder, trotz dem schonenden 
und kurzfristigen Analysengang, Artefakte sind — Bacterioviridin gibt 
es nicht! Das von Mrrznrr wiedergegebene Absorptionsspektrum ist 
nicht fiir die lebenden Griinen Bakterien giiltig, sondern kann héchstens 
Hinweise auf nicht naher definierbare Abbauprodukte des Bacterio- 
chlorophylls geben. 

Das Botanische Institut der Universitat Heidelberg wird in absehbarer 
Zeit die mit meinen Kulturen gewonnenen Ergebnisse der Pigmentana- 
lysen verdéffentlichen. 
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III. Schlu8folgerungen. 

Der Nachweis, daB die Chlorobacteriaceen dasselbe griine, chlorophyll- 
ahnliche Pigment enthalten wie die Purpur- und Braunbakterien, verein- 
facht die Lage ungemein, sowohl in physiologischer, wie in taxonomi- 
scher Hinsicht. Es wire wiinschenswert, daB das Pigmentsystem der 
Griinen Bakterien chemisch und auf seine photochemische Leistung hin 
niher untersucht wiirde. Obgleich es nicht bekannt ist, wie viele und 
welche Pigmente die Griinen Bakterien enthalten, so ist es doch wahr- 
scheinlich, daB die Verhaltnisse einfacher liegen als bei den Purpur- 
bakterien. Dazu kommt die Feststellung, daB es winzige, bacteroide 
Cyanophyceen gibt. 

PascHER (GEITLER u. PascHER 1925, S. 452) ,,faBt die Cyanochlo- 
ridinae als Seitenzweige verschiedener Cyanophyceen auf, die Phykocyan 
nur noch in geringem Ma8e oder nicht ausbilden, so da8 der Farbenton 
schlieBlich nur mehr von den Chlorophylifarbstoffen der Cyanophyceen 
— und von den Karotenen gebildet wird“. Der blaugriine Stich groBerer 
Anhaufungen wird einem Gehalt an Phykocyan zugeschrieben, und es 
wird darauf hingewiesen, daB ,,die gelb- und fahlgriinen Formen durch 
alle Uberginge mit deutlich blaugriinen Typen verbunden sind“. 

Die Verwechselung von durch Nahrungsmangel vergilbten (Maanus 
u. SCHINDLER 1912; PrinasHEmM 1913; BorEscu 1913) mit stets gelb- 
griinen Arten war schwer zu vermeiden und kann nur durch Kultur- 
versuche umgangen werden. Die Unterscheidung von kleinen Cyano- 
phyceen und Chlorobakterien durch die Farbe (GEITLER 1925, 8. 51) ist 
nicht immer sicher. Jedoch werden Chlorochromatium, Chlorobium und 
Microchloris nie blaugriin, wahrend Tetrachloris, Pelogloea und Chroo- 
bacter im gesunden Zustand blaugriin sind, und nur bei Mangel fahlgelb, 
wenn auch nicht richtig gelbgriin werden. 

In diesem Zusammenhang erwihnen GEITLER und PascHER (1925, 
8.452) auch ,,richtig gehende Cyanophyceen mit morphologisch sehr 
charakteristischer Gestalt, die ebenfalls dieselben gelbgriinen Téne haben 
wie die Cyanochloridinen-Chlorobakterien‘‘, worauf iibrigens schon Lav- 
TERBORN (1915, 8S. 426) aufmerksam gemacht hatte. Er hatte hinzu- 
gefiigt: ,,. .. wobeiich allerdings meine Zweifel nicht unterdriicken kann, 
ob diese gelbgriinen Faden — echte Oscillarien sind. Eine sichere Ent- 
scheidung diirfte wohl eine mikrochemische und spektroskopische Unter- 
suchung des Farbstoffes ergeben, die hoffentlich nicht lange ausstehen 
wird.‘ Kine solche gelbgriine Art ist Oscillatoria chlorina Kiitzing (Grrr- 
LER 1925, 8. 361). Sie wurde aus Faulschlamm herausgeziichtet und 
fand sich in Anreicherungskulturen in den tieferen Schichten, wo wenig 
Sauerstoff eindringt, in schwebenden Trichomen, die in eine Capillar- 
pipette eingesaugt und auf diese Weise von anderen Algen getrennt 
werden konnten. In Erde-Wasser-Kulturen (PRINGSHEIM 1946a, 1946b) 
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mit etwas organischer Substanz am Boden vermehrten sie sich gut und 
behielten stets eine frisch gelbgriine Farbe. Die fiir die Art kennzeichnende 
Querstreifung war deutlich. Im Dunkelfeld erschienen die Faden gelblich. 
Blauglanz (GicKLHORN 1921) war nicht zu sehen. 

Oscillatoria chlorina enthalt, im Gegensatz zu Chlorobacteriaceen, nur 
Chlorophyll a wie andere Cyanophyceen, kein Bacteriochlorophyll. Trotz 
sehr ahnlicher Farbe und dem gleichen Standort ist das Pigmentsystem 
also ganz verschieden. Die dkologische Gemeinschaft geht dabei sehr 
weit, wie Beobachtungen am Standort und an Kulturen zeigen. Auffallend 
ist allerdings das Ergebnis einiger Farbungen. Wahrend Oscillatoria 
chlorina, gleich anderen fadigen Cyanophyceen, grampositiv ist und sich, 
nach Oxydation mit Perjodsiure, mit Scuirrs Reagens rot farbt, ver- 
halten sich die bakteroiden Cyanophyceen, ebenso wie die Chlorobak- 
terien gegentiber beiden Farbungen negativ. Mit Salzsiure wird Micro- 
chloris in Massen blaulich, Oscillatoria chlorina auch einzeln. Diese Far- 
bung ist aber schwach. Der Gehalt an Carotinoiden scheint nicht hoch 
zu sein. 

Fiir die Stellung der Chlorobacteriaceen im System ist es weiterhin 
bedeutungsvoll, daB sie nicht nur dkologisch-physiologisch und im Chloro- 
phyll mit den Purpurbakterien itibereinstimmen, sondern da es auch 
morphologische Anklange gibt. 

LAUTERBORN (1915, S. 427) stellte eine Ubersicht iiber die Ahnlich- 
keiten in der Koloniebildung zwischen farblosen Bakterien und roten, 
blaugriinen und gelbgriinen Mikroorganismen zusammen. Die Parallele 
zwischen der farblosen Lampropedia, der roten Thiopedia und der blau- 
griinen Merismopedia, die alle einschichtige Platten von rundlichen, sich 
abwechselnd in zwei aufeinander senkrechten Richtungen teilenden 
Zellen darstellen, ist zwar in die Augen fallend, sollte aber nicht tiber- 
schatzt werden. Plattenverbande von Zellen kommen auch anderswo 
vor und sind nicht besonders spezifisch. AuBerdem sind die Bewegungs- 
erscheinungen verschieden. Lampropedia hyalina Schroeter 1886 ist, wie 
Reinkulturen von einem Material aus einer schmutzigen Bauernhof- 
pfiitze zeigten, identisch mit der geifelbeweglichen Pedioplana haeckeli 
Wolf 1901. Thiopedia rosea Winogradsky 1888 (S. 85, Photographie in 
PRINGSHEIM 1932, S. 481) ist bewegungslos, wihrend Merismopedia eine 
gleitende, wackelnde Bewegung zeigt. (NIKLITSCHEK 1934, S. 212, Brief 
von Dr. J. W. G. Lunp und eigene Beobachtungen), ganz wie andere 
Chroococcaceen (PRINGSHEIM 1949, S. 60). Dagegen scheinen andere 
Ahnlichkeiten von gréBerer Bedeutung zu sein. Thiodictyon elegans W1- 
NOGRADSKY 1888 und Pelodictyon lauterbornii GEITLER 1925 bilden Netze 
von Stabchen, die ersteren rot, die letzteren gelbgriin. Vergleichbar sind 
auch das rote Pelochromatium roseum Lauterborn 1915 und das gelb- 
griine Chlorochromatium aggregatum Lauterborn 1913, deren Stabchen 
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Langsreihen um eine endbegeiBelte Bakterienzelle bilden. Biologisch und 
morphologisch ahnliche Aggregate von braunlicher Farbe sind von U1ER- 
mMOuL (1924? nach GerTLER u. PascHER 1925 ohne Zitat) beobachtet 
worden. Diese Parallelen werden besser verstaindlich, wenn man eine 
nahe Verwandtschaft zwischen roten, braunen und griinen Bakterien an- 
nimmt, die durch unsere Ergebnisse wahrscheinlich gemacht wird. Nach — 
DaNGEARD (1895; vgl. auch BeneckE 1912, S. 243, ohne Zitat) soll es 
sogar auch begeiBelte griine Spirillen geben. GeiBelbewegliche griine 
Bakterien sind sonst nur von CzurRDA und Maregscu (1937) beschrieben 
worden. 

Man hat wohl angenommen, daB griine Bakterien Sauerstoff fiir die 
Oxydation von Schwefelwasserstoff durch Schwefelbakterien liefern 
konnen. Freier Sauerstoff wird jedoch von Chlorobacteriaceen ebenso 
wenig wie von Purpurbakterien gebildet, so daB die Wechselbeziehungen, 
falls sie bestehen, anderer Natur sein miissen, wahrend bacteroide Cyano- 
phyceen natiirlich durch Sauerstoffproduktion 6kologisch wichtig werden 
k6nnen. 

van Niet (1944, S. 80ff.) erdértert die Méglichkeit, daB Bakterien ohne 
Pigmente von solchen mit Pigmenten abstammen, so wie farblose Flagel- 
laten von chlorophyllhaltigen. Diese Moglichkeit leuchtet mehr ein als 
die Abstammung farbloser Bakterien von Cyanophyceen (STANIER u. 
vAN Niet 1941, 8. 450; PrrncsHerm 1949, 8. 61). Chlorobakterien kénn- 
ten ganz ebenso wie Purpurbakterien durch Pigmentverlust zu farblosen 
Bakterien werden und, wenn GeiBelbeweglichkeit besteht, z.B. zu 
Pseudomonadaceen. 

Wir stehen erst am Beginn der Erforschung der Chlorobacteriaceen. 
Weitere physiologische und morphologische Studien sind erwiinscht. So 
ist z. B. die Vielgestaltigkeit von vAN Nrets Chlorobium limicola erstaun- 
lich und wird von Chlorobium thiosulfatophilum Larsen (1952, S. 190) 
nicht wiederholt. Beide sind in Reinkultur verglichen worden. Soll 
man an die Moéglichkeit denken, daB eine Reinziichtung, d. h. Trennung 
von ungefirbten Bakterien, nicht unbedingt zu einer Klonkultur fiihren 
mu? Jedenfalls zeigen LarseNs Beobachtungen, ebenso wie die von 
CzurpA und Margscu (1937), daB im Gegensatz zu van Nrets (1931, — 
8. 72) urspriinglicher Auffassung eine ganze Anzahl von Arten bestehen 
(vgl. auch vAN NrEx 1948, 8S. 869). 

Die Beziehung der Chlorobacteriaceen zu den Purpurbakterien und 
damit ihre Stellung im System wird nun klarer. vAN Niet hat sich durch 
sein Vertrauen in die alteren Pigmentanalysen irreleiten lassen. Er sagt 
(1944, 8. 61): ,,The green sulfur bacteria contain a chlorophyll which 
is most certainly not identical with either bacteriochlorophyll or chloro- 
phylls @ and 6.“ Trotzdem hatte er den richtigen Instinkt, in seiner 
Bearbeitung des Systems (in Bergeys Manual 1948, S. 104) die Chloro- 
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-bacteriaceen als Familie neben den Thiorhodaceen und Athiorhodaceen 
in die Subordo Rhodobacteriineae Breed, Murray and Hitchens (ohne 
Jahr und Literaturhinweis) zu stellen. Da die Chlorobacteriaceen nicht 
rot sind, erscheint das jedoch nicht ganz logisch. Die Bezeichnung 
Chlorobacteriaceae ist auch in ihrer Entstehung nicht sehr klar. Sie 
wurde (LAUTERBORN 1913) vor dem Gattungsnamen Chlorobacterium 
(LAUTERBORN 1915, S. 429) publiziert, von dem sie nach den Nomen- 
klaturregeln abgeleitet werden mu8 (Intern. Bull. Bact. Nomenclature, 
1,1 1951), von GerrLer und Pascuer (1925) ohne Autorennennung an- 
genommen und mit einem Bindestrich mit ihrer neuen Bezeichnung 
Cyanochloridinae verbunden, deren taxonomischer Rang nicht ersicht- 
lich ist. Dazu ist es unbekannt, ob Chlorobacterium symbionticum Lauter- 
born, der Typus der Familie, tiberhaupt zu den Chlorobacteriaceen ge- 
hort, da es fast nur durch sein symbiontisches Verhalten gekennzeichnet 
ist. Die bekannten Mitglieder der Familie sind an sauerstoffarme Stand- 
orte gebunden, was fiir die mit Chlorobacterien behafteten Organismen 
nicht zu gelten scheint. vAN NrEu (1944, 8. 869) betont mit Recht die 
Unsicherheit der sechs von ihm aufgezahlten Gattungen und betrachtet 
die bestuntersuchte unter ihnen, Chlorobium (VAN NIEL 1931, S. 65ff.), 
als den Typus der Familie. 

Die Verwandtschaft der meisten Purpurbakterien und von Chloro- 
pseudomonas (CzuRDA und Maresc# 1937) mit den Pseudomonadales, zu 
denen auch die echten farblosen Schwefelbakterien (nicht aber die schwe- 
felfiihrenden farblosen Cyanophyceen, vg]. PRIncsHE™ 1949, 8. 61 ff.) ge- 
horen, scheint wahrscheinlich (vAN Niet 1944, 8. 81; PrincsHEm 1949, 
S.81). Vorlaufig aber ist es zweckmaBig, die Pigmentbakterien zusammen- 
zuhalten, fiir die die Ordnung CHLOROBACTERIALES mit den Familien T'hio- 
rhodaceae Molisch, Athiorhodaceae Molisch und Chlorobacteriaceae Lauter- 
born vorgeschlagen wird. Die hierher gehérigen Bakterien haben alle das- 
selbe chlorophyllartige Pigment Bacteriochlorophyll und die Fahigkeit, 
mit seiner Hilfe die Lichtenergie ohne Produktion freien Sauerstoffes 
auszunutzen. 


Diagnose. 


Chroobacter vantieghemi nov. gen., nov. spec. (Chroococcales, Cyanophy- 
ceae-Myxophyceae). Stabchen von 0,6—0,8 « Dicke und 1,2—1,5 u Lange, nicht 
in Gallerte eingebettet. Bei der Teilung schniiren sich die Stabchen ein, so dab 
Doppelkokken entstehen. Keine Kettenbildung. In dichter Anhaufung in Kulturen 
tief blaugriin, beim Altern vergilbend. Einzelne Zellen deutlich gefairbt. Keine Higen- 
bewegung (Abb. 1). 

Tetrachloris diplococcus nov. spec. Kiigelchen von 1,2—1,4 «4 Durchmesser 
und Doppelkokken von 2—2,4 yu Linge, nicht in Gallerte eingebettet. Provisorisch 
zu Pascuers Gattung Tetrachloris (GurrLer u. PascHER 1925, S. 455—56) 
gestellt, obgleich deren Zellen als ,,ganz zart blaB-gelbgriin“ beschrieben werden, 
eine Farbung, die die neue Art erst bei Erschépfung der Nahrstoffe annimmt, 
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wahrend frische Zellen blaulichgriin aussehen. GréBere Ansammlungen von Zellem 
am Boden der Kulturfliissigkeit blaugriin. 

Unterschied gegen 7’. inconstans Pascher: Zellen kleiner, viele Doppelzellen, 
keine Vierergruppen (Abb. 2). 

Diese Art ist eine Chroococcacee. 

Pelogloea chlorina Lauterborn 1915 (8. 430) revid. Die Bestimmung ist nicht 
sicher, da unser Organismus blaugriin ist, wahrend LAUTERBORN fiir seine Art 
keine Farbe angibt, so daB sie vielleicht gelbgriin gewesen sein kann. Auch bildete 
unsere Form zwar Zellreihen, aber keine regelmaBigen Ketten, und die Schleim-; 
bildung war gering. ; 

Zellen 1 yu dick, 2,5—8 uw lang, genau wie bei LAvTERBORN. Sie sehen wie Bak-: 
terienstabchen aus und erscheinen einzeln eben erkennbar hell blaugriin. GréBere! 
Ansammlungen sind tief smaragdgriin, alte Kulturen bleichen. aus. Keine Eigen- 
bewegungen. 

- Diese Art ist eine Chroococcacee (Abb. 3). 


Chroobacter Tetrachioris Pelogloea 


<< 
LA OSB 


/Ticrochloris 


Abb. 1—4. 1 Chroobacter vantieghemi. 2 Tetrachloris diplococcus. 3 Pelogloea chlorina. 
4 Microchloris nadsonii. Vergr. 5000 mal. 


Microchloris nadsonii nov. gen., nov. spec. (Chlorobacteriaceae, Chlorobac- 
teriales). Bakterienartige Stabchen von 0,4 4 Dicke und 2,5—4,5 (—6) « Linge, 
einzeln farblos, in kleinen Haufchen gelbgriin, im Dunkelfeld ebenso. Sie sind in 
halbfliissigen zihen Schleim eingebettet, so daB die Zellen immer in einem Ab- 
stand voneinander liegen. Die Schleimmasse lagert in der Tiefe der Kulturen und 
ist durch eine ziemlich scharfe, waagerechte Flache von der dariiberstehenden 
Flissigkeit getrennt. Junge Ansammlungen durchsichtig gelblich, alte olivengriin, 
auf dunklem Hintergrund dunkelblaugriin. Daraus mit der Pipette entnommene 
und in Wasser iibertragene Tropfen verteilen sich langsam. Vermehrung durch 


Querteilung. Keine Eigenbewegung. Das kleinste bisher beschriebene griine Bak- 
terium (Abb. 4). 


Zusammenfassung. 

Unter den bakterienihnlichen griinen Lebewesen gibt es zwei Gruppen 
von verschiedener systematischer Stellung. Die einen sind blaugriin, 
enthalten Chlorophyll a und scheiden am Licht Sauerstoft aus, sind also 
Cyanophyceen. Die anderen sind griinlich gelb, enthalten Bacteriochloro- 
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_ phyll wie Purpurbakterien und sind anaerob. Dies sind Chlorobacteria- 
ceen. GEITLER und PascuErs ,,C'yanochloridinae‘ gehoren wahrscheinlich 
alle entweder zur einen oder zur anderen Gruppe. 


Summary. 


There are two, taxonomically different, groups of green bacteroid organisms ; 
those of blue-green colour, containing chlorophyll a and producing free oxygen in 
the light are small Cyanophyceae. The others are greenish yellow, contain the 
same bacteriochlorophyll as do Purple Bacteria, and are anaerobic. These. are 
Chlorobacteriaceae. The ,,Cyanochloridinae“ of GurrLER and PascuEr belong prob- 
ably all either to the one or to the other group. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 


Weitere Untersuchungen an Myxobakterien. 


Von 
HANS KUHLWEIN. 


Mit 4 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 26. Juni 1953.) 


Zur Entwicklungsphysiologie der Fruchtkérper. 


Die Bildung von Fruchtkoérpern ist bei den Myxobakterien ein inter- 
essantes entwicklungsphysiologisches Phanomen. Es hat viel Ahnlichkeit 
mit den reproduktiven Vorgiingen bei den Acrasieen, wo sie durch zahl- 
reiche Untersuchungen der letzten Jahre (BONNER 1950) weitgehend auf- 
geklart wurden. Wihrend sich das Sporangium der Acrasieen aus 
Amoben aufbaut, die nur im Stiel durch einen Celluloseschleim (RAPER 


Abb. 1. Fruchtkérperentwicklung von Chondromyces apiculatus Thaxter (?). 


1951) zusammengehalten werden, kommt bei den Myxobakterien dem 
Schleim als formativem Element eine sehr viel groBere Bedeutung zu. 
Dabei treten die mehr oder minder deutlich sichtbaren Schleimsockel der 
Myxococcaceen oder die Schleimhiillen der Polyangien zurick gegentiber 
den Schleimstielen, die am typischsten in der Gattung Chondromyces 
anzutreffen sind. 

Gestaltenden Einflu8 gewinnt der Schleim, sobald sogenannte Samm- 
lungszentren entstehen, d. h. Anhaéufungen vegetativer Bakterienzellen, 
aus denen sich die Fruchtkérper differenzieren. Durch gerichtete 
Schleimabsonderung kommt dann eine Polaritaét zustande, und der in 
Cystophor und Cystenkopfchen bzw. Cysten gegliederte Fruchtkorper 
erzeugt nicht selten wiederum polar orientierte Folgeformen (KUHL- 
WEIN 1952). ] 

Mit der Schleimstielbildung ist also die Fruchtkorperentwicklung nicht 
abgeschlossen. Wie aus Abb. 1 hervorgeht, teilt sich die vom Cystophor 
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getragene Stabchenmasse in mehr oder minder viele Einzelteile, die 
Gestalt charakteristisch geformter Cysten annehmen. Inwieweit dabei ¢ 
Schleim noch mitwirken diirfte, soll spiter erértert werden. 

Die Fruchtkérperbildung wird so durch zwei Vorgiinge bestimmt, ti 
nicht zwangslaiufig miteinander gekoppelt zu sein scheinen. Zunachst ist 
es die gerichtete Schleimproduktion der Sti&ibchenmasse, die mit einen 
dimensionierten Cystophor endigt. Daran schlieBt sich die Differenzieruns 
des Sporangienképfchens unter Bildung von Cysten. : 

Weitere Untersuchungen galten nunmehr der Frage, welche Be 
Stielbildung und Cystendifferenzierung zu beeinflussen vermégen, b: 
ob und inwieweit beide Vorgiinge miteinander in Zusammenhang stehen| 

Beziiglich der Schleimstielbildung wurde frither schon ausgefiihrt 
(KUHLWEIN 1952), daB sie direkt von der verfiigbaren Bakterienmasse 
abhingt, die GréBe des sogenannten Sammlungszentrums also dic 
Dimension des Cystophors bestimmt. Der Schleimstiel hat demnach das 
Vorhandensein des Sammlungszentrums zur Voraussetzung und weiter 
dessen Bereitschaft zur Schleimproduktion. Diese hingt offenbar wieder 
von einem ganz bestimmten physiologischen ,,Zustand‘‘ ab, denn mitunter 
bilden sich auch Sammelzentren, die keine Schleimstiele hervorbringen 

Uber das Zusammenstrémen vegetativer Zellen zu Sammlungszentrer 
und die daran anschlieBende Fruktifikation hat man sich schon ver- 
schiedentlich Gedanken gemacht. JAHN (1924) glaubt, daB ein die Cysten- 
bildung auslésender Reiz die Front vegetativer Stabchen erfa&t und die 
Verteilung derselben reguliert. Ob es sich dabei um ein spezifisches Prin- 
zip handelt aihnlich dem Acrasin der Dictyostelien, kann vorerst nicht 
entschieden werden. Ein zwingender Grund fiir die Annahme eines gol- 
chen spezifischen Reizstoffes scheint indessen nicht vorzuliegen. Beob- 
achtungen an Polyangium fuscum sprechen dafiir, daB schon Nahrstoff- 
gradienten die Fruchtkérperbildung auslésen kénnen. Auf Peptonagar 
wiichst diese Art als dicke, schleimige, gelblich gefarbte Haut, die sich mit 
einer Pinzette als Ganzes leicht abheben liBt. Auf nihrstofffreien Agar 
tibertragen, ist sie bereits nach etwa 12 Std in uppiger Cystenbildung be- 
griffen und wenige Stunden spiiter sind urspriingliche Form und Farbe 
vollig veriindert und kugelige Cysten vom hellen bis dunklen Braun in 
Menge vorhanden. Abgesehen von einer Umorientierung der Stiibchen im 
Schleim, wovon in anderem Zusammenhang noch die Rede sein wird, hat 
der plétzliche Nahrstoffentzug offensichtlich die Cystenbildung ausgelést. 
Die dabei erfolgende stoffliche Veriinderung des Schleims fiihrt dann zur 
Differenzierung der Cystenhiillen. 

Uber die morphogenetischen Bewegungen bei M yxococcaceen hat auch 
STANIER (1942) berichtet. Er konnte nachweisen, dai Spannungen im 
Agar die Anlage und Anordnung der Fruchtkérper bestimmen, und er 
spricht in diesem Zusammenhang von einer Elastikotaxis. Dieses 
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Phanomen JaBt sich bei den Myxococcaceen besonders gut beobachten. 
Sicher ist aber die Elastikotaxis nicht die einzige Erscheinung, die bei der 
Formbildung der Myxobakterien eine Rolle spielt, vielmehr haben die 
formbildenden Bewegungen auch noch andere Aspekte. Der Schwarm 
von Chondromyces z. B. breitet sich auf einer Futterbakterienschicht auf 
Filtrierpapier von einem Punkt nach allen Seiten hin aus, wobei ein peri- 
pherer Stabchenwall sich bildet, der zunehmend starker wird. Auf 
Bacterium coli war so nach 6 Tagen ein orange gefairbter ringformiger 
Wulst entstanden, der sich mehr und mehr profilierte, zerkliiftete und zur 
Differenzierung von Fruchtkorpern schritt (Abb. 2). 

Hier liegt also ein dem isodiametrischen Zusammenstromen von Zellen 
geradezu entgegengesetztes Bewegungsphanomen vor. Es lat sich nur 
so erklaren, daB die einmal gebildete allseitig vorstoBende Schwarmfront 
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Abb. 2. Teil einer Schwarmfront von Chondromyces apiculatus Thaxter (?) und beginnende 
Differenzierung der Fruchtkérper. Schematisch. 


die Futterbakterien aufzehrt und unter fortwaihrender Vermehrung der 
Stabchen peripher mehr und mehr erstarkt. Innerhalb der Front ist 
einer weiteren Vermehrung der Bakterien die Ernahrungsgrundlage ent- 
zogen, weil hier die Futterbakterienschicht bereits aufgebraucht ist. 
Die Schwarmfront bleibt also immer an der Nahrungsquelle. Von hier 
aus ergeben sich auch gewisse Anhaltspunkte fiir die Deutung sogenannter 
Hexenringe. JAHN (1924) hat die Ursache solcher Fruchtkorperanord- 
nungen in einer Nahrstoffersch6pfung des konzentrisch sich ausbreiten- 
den Stiibchenschwarms gesehen. Davon kann hier nicht die Rede sein, 
zumal nicht selten einem ersten Ring von Fruchtkorpern eine zweite 
Schwarmfront folgt, die je nach der Menge der noch vorhandenen Futter- 
bakterien wieder zur Fruktifikation schreiten kann. Damit diirfte auch 
die Annahme einer erblich bedingten Ursache der Hexenringbildung hin- 
fillig sein, wie wir sie frither bei Myaococcaceen deuteten (FINCK 1950), 
und die auch LigskE (1926) vermutete. 

Die Frage nach der Ursache der entscheidenden formbildenden Vor- 
ginge bleibt zunachst immer noch offen. Vom Schleimstiel wurde ein- 
gangs gesagt, dai seine Dimension von der GréBe des Sammlungs- 
zentrums abhingt. Wir miissen nun weiter fragen, wieso es tiberhaupt 
zu der plétzlichen starken Schleimabsonderung kommt und ob sie eine 


experimentell veranderliche GroBe ist. 
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Kulturversuche mit Chondromyces apiculatus hatten bisher ergeber 
(KitH~Lwetrn 1952), daB auf Hasenmist normale, kraftige und glatt: 
wandige Cystophore gebildet werden und auch bei der Durchwachsung 
weiter normale, nur etwas kleinere Fruchtkérper entstehen. Sehr deut- 
liche Einfliisse auf die Gestalt der Cystophore machen sich aber be: 
merkbar, wenn die Kultur auf Futterbakterien erfolgt!. Bei Fiitte- 
rung mit Bacterium coli waren die Cystophore ganz hell durchschei- 
nend und stark gekriimmt (Abb. 3). Ein ahnliches Verhalten zeigten 
sie bei Kultur mit Staphylococcus citreus. Uber mehrere Passagen aut 
diesen Bakterien veranderten sie sich noch weiter und hatten etwa das 
Aussehen von feinrissigem Glas. Der Schleimbildungsprozef war un- 


Abb. 3, Fruchtkérperhabitus von Chondromyces apiculatus Thaxter (?) auf Bacterium coli. 
Vergr. = 50fach. 


verkennbar gestért, was soweit fiihrte, daB Stiele ttberhaupt nicht mehr 
ausgebildet wurden, und die Bakterienmasse sich nur noch mit mehreren 
Schleimstraéngen etwas vom Substrat abhob. Da die Kulturbedingungen 
in Bezug auf Temperatur und Feuchtigkeit sich nicht anderten, konnte 
die gehemmte Schleimstielbildung nur durch eine nachhaltige Stoff- 
wechselst6rung verursacht worden sein, zumal sich dieses Verhalten auch 
dann nicht andern lieB, wenn Riickiibertragungen auf Kaninchenmist 
vorgenommen wurden, Auch nach zahlreichen weiteren Passagen auf 
dem natiirlichen Substrat kam es zu keiner normalen Stielbildung mehr, 
und neben verrunzelten Cystophoren wurden oft nur noch gekréseartige 
Schleimmassen gebildet. 

Schleimabsonderung und Gestaltung des Cystophors scheinen also 
unter Umstiinden recht veranderliche GréBen in der Entwicklung von 
Chondromyces za sein, Entsprechendes gilt fiir die Morphogenese der 

1 


Uber die lytische Fahigkeit von Chondromyces apiculatus wird in einer weiteren 
Veroffentlichung berichtet, 
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Cysten. Normalerweise gehen sie in mehr oder minder groBer Zah! aus 
dem Cystenképfchen hervor, wenn dieses einen bestimmten Reifezustand 
erreicht hat. Nach der zweiten Passage auf Futterbakterien war aber 
die Differenzierung der Cysten schon véllig unterdriickt (s. auch Abb. 3) 
und trat auch nach wiederholten Passagen auf Mist nicht wieder ein. 
Die Cystenkopfchen hatten haufig eine etwas abgeplattete Form, z. T. 
glichen sie den Kopfchen der Ascomycetenfruchtkérper von Leotia gela- 
tinosa. Vielleicht ist diese gestérte Cystogenese die Folge qualitativer 
Veranderungen des Schleims, so daB die Konsistenz desselben eine nor- 
male Entfaltung verhindert. Nachdem sich erwiesen hatte, da®B in den 
Cystenkopfchen eine Carotinoidanhaufung erfolgt (typische Blaufarbung 
mit kochender H,SO,) wurde auch in Erwaigung gezogen, ob nicht eine ge- 
stérte Carotinoidsynthese Ursache der Entfaltungshemmung der Cysten- 
k6pfchen sein kénnte. Sichere Anhaltspunkte in dieser Richtung ergaben 
sich bis jetzt nicht. Versuche mit Diphenylamin als Hemmsubstanz der 
Carotinoidsynthese (TURIAN u. HAaxo 1952) brachten jedenfalls keine Hin- 
weise auf Zusammenhange zwischen Farbstoffbildung und Cystogenese. 


Uber die Bewegung der Myxobakterienzellen. 


Im vegetativen Zustand kriechen die Myxobakterien als Schwarme 
tiber das Substrat hin. Wahrend der fruktifikativen Phase fiihren mor- 
phogenetische Bewegungen tiber Sammlungszentren zu geformten Frucht- 
kérpern. Problematisch ist nach wie vor, wie diese Bewegungen zustande- 
kommen. Man hat sich dariiber immer wieder Gedanken gemacht (JAHN 
1924, SranreR 1942), und erst kirzlich ist K. Meyrr-PInTscHMANN 
(1952) auf Grund von Lebendbeobachtungen an Myzxococcus rubescens 
zu der Uberzeugung gekommen, dafB die Kontraktilitat der Zellen, wie 
sie beim Kriechen auf Flaichen zum Ausdruck kommt, die Ursache der 
Fortbewegung sein kénnte. Die von ihr als Rinnen gedeuteten Kriech- 
spuren der vegetativen Zellen auf Agar sprechen nicht fiir eine Fort- 
bewegung durch Schleimabsonderung. JAHN (1924) vertrat dagegen die 
Ansicht, da8 durch quantitative Unterschiede in der Ausscheidung von 
Schleim eine Fortbewegung zustande kommt. JAHN berichtet auch von 
einer zusammenhiingenden Haut, die er durch Fixieren eines Schwarms 
erhielt. Damit diirfte der Beweis erbracht sein, daB die Masse der Bak- 
terien des Schwarms in Schleim eingebettet ist. Tatsache ist auch, dab 
die Myxobakterien wihrend ihres gesamten Entwicklungszyklus erheb- 
liche Mengen von Schleim absondern, und es liegt doch sehr nahe, diesen 
mit dem Bewegungsmechanismus der Zellen in Verbindung zu bringen. 
Es scheint sogar ein kausaler Zusammenhang zu bestehen zwischen Er - 
nahrung, Schleimabsonderung und Bewegung. So breitet sich 
Polyangium fuscum auf Mistagar als zarter Schwarm aus, der in ver- 
haltnismaBig kurzer Zeit schon einen Durchmesser von 1 cm erreicht. 
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Auf Peptonagar bildet die Species eine dicke zaihe Haut, die sich nus 
langsam ausdehnt. Der Schleim derselben ist von einer Konsistenz, dic 
es unmdglich macht, sie zu zerteilen. Nimmt man sie ab, dann lassen 
sich auf dem darunterliegenden Agar Zeichen irgendwelcher Veranderung 
kaum erkennen. Unmittelbar vor der Schwarmfront treten aber deut! 
liche Risse in der Agaroberflaiche auf (Abb. 4), die nur so gedeutet werden 
konnen, daB der reichlich gebildete Schleim den Agar 6rtlich entwassert: 
In der sehr schleimigen Schwarmhaut liegen die Stabchen sehr dicht 
zusammen. Beim Ubergang zur Cystenbildung mu also eine Umorien: 
tierung im Schleim erfolgen, denn die Richtung der Stabchen in der 
Cysten ist eine andere als im vegetativen Schwarm. Auch ]aBt sich un- 
schwer beobachten, wie wahrend der Cysten- 
bildung mehrere Sammelpunkte entsteher 
und Stabchen auf dem Wege dorthin im 
ziher werdenden Schleim der spateren Cy- 
stenhiillen stecken bleiben. 

Noch andere Beobachtungen sprechen ein- 
deutig fiir eine Bewegung mit Hilfe von 
Schleim. Wenn man Quarzglasfasern in den 
Schwarmbereich vonChondrom yces senkrecht 
einsticht, erfolgt haufig ein Emporwandern 


Abb. 4. Schwarmhaut von Polyan- VOn Bakterienmassen an denselben, ein Vor- 
gium Juscum aut Peptonagar. Vor — gang, der ohne Zweifel nur tiber eine Schleim- 
der Schwarmfront ,,Trockenrisse*‘ é " | 

im Agar. sekretion denkbar ist. Das Durchwachsen bei 


Chondromyces hat zur Voraussetzung, da 
Stabchen aus den Cysten auswandern, wobei sie sich ihr ,,Gleitmittel‘: 
Schleim erst selbst schaffen miissen. 

Soweit Bewegungen direkt auf einer Agaroberflache stattfinden, was 
vielleicht bei den dem Schwarm vorauswandernden Einzelzellen der 
Fall ist, muB beriicksichtigt werden, da der Agar unter normalen Kul- 
turbedingungen immer mit einem diinnen Fliissigkeitsfilm bedeckt ist. 
Die Fortbewegung wird also gar nicht unmittelbar auf Agar erfolgen, der 
abgesonderte Schleim daher immer die Méglichkeit haben, zu quellen und 
so einen Bewegungsimpuls auslésen kénnen. Es gilt deshalb meines Erach- 
tens weniger die Frage, ob die Bewegung mit oder ohne Schleim zustande 
kommt, als vielmehr die, ob damit noch eine Kontraktilitat der Zellen ver- 
bunden ist. Im Falle der morphogenetischen Bewegungen von Chondrom y- 
ces, WO es ZU einer gerichteten Sekretion des Schleims kommt, besteht kein 
zwingender Grund, noch eine Kontraktilitat der Bakterien zu postulieren. 


Zusammenfassung. 
Ks wird tber die Entwicklungsphysiologie von Myxobakterienfrucht- 
k6rpern berichtet. Fiir die Entstehung und Differenzierung derselben 
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sind Substrateinfliisse weitgehend bestimmend. Durch einseitige Er- 
nahrung mit Futterbakterien wurde bei Chondromyces apiculatus eine 
starke, bleibende Formveranderung erzielt. Zur Frage der Fortbewegung 
der Myxobakterienzellen werden Befunde mitgeteilt, die eindeutig fiir 
eine Beteiligung des abgeschiedenen Schleims am Zustandekommen der 
Bewegung sprechen. 
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Uber den Entwicklungsgang von Mycosphaerella pinodes: 
(Berk. et Blox.) Stone. 


II. Der Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Ausbildung 
der Fortpflanzungsorgane*. 


Von 
GEORG SORGEL. 


Mit 19 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 15. Juli 1953.) 


Tn einer vorangegangenen Untersuchung (SORGEL 1953) war festgestellt 
worden, da8B die Ausbildung der Fortpflanzungsorgane bei M ycosphaerella 
pinodes (Berk. et Blox.) Stone auf einem ,,Normalnahrboden“, einem 
1% igen Samenschalendekokt der anfalligen Markerbsensorte ,,Wunder 
von Kelvedon“, in drei Phasen verlaiuft. In der ersten Phase bilden sich 
fast ausschlieBlich Pyknidien, in der zweiten vor allem Pseudothecien, 
und in der dritten beginnt die Vermehrung der Chlamydosporen. Dabei 
entstand die entscheidende Frage, wie eine derartige Aufeinanderfolge 
zustande kommt, ob es sich um einen endogenen Rhythmus oder um 
eine bestimmte Wirkung von AuBenbedingungen handelt. 

Unter Anwendung derselben Technik wurde wiederum mit der Filtrierpapier- 
methode gearbeitet (SORGEL 1951). 


Zur Klarung der Frage wurde zunichst ein 19% iger Erbsen-Samenschalendekokt 
verwendet, der aber bereits von Mycosphaerella bewachsen war. Die Dauer der Be- 
wachsung war in den einzelnen Versuchen verschieden lang. Wurde das Substrat 
dann neu beimpft, und traten die nach dem Substrat- und somit Mycelalter erwar- 
teten Organe als erste oder wenigstens bevorzugt auf, so war mit groBer Wahrschein- 
lichkeit anzunehmen, da die Nahrbodenbedingungen fiir das Auftreten einer be- 
stimmten Organart besonders giinstig, fiir das einer anderen ungiinstig geworden 
waren. 

Nachdem der Pilz sich eine bestimmte Zeit auf dem Nahrmedium entwickelt 
hatte, wurde die Nahrlésung mit Hilfe steriler Pipetten von jeweils zwei gleich- 
zeitig beimpften Kulturen gemischt und eine neue Schale damit gefiillt. (Zwei 
Kulturen mufBten genommen werden, da die im Papier festgehaltene Fliissigkeit 
an der fiir eine neue Schale notwendigen Menge von 40 ml fehlte.) Dann wurde 
das frisch dariiber gelegte Papierblatt neu beimpft. 


Fiir unsere Fragestellung wichtig sind folgende Ergebnisse. 1. Je 
langer der Nahrboden vorher bewachsen war, umso weniger Organe 
wurden gebildet. 2. Die Bildung begann bevorzugt mit den Organen der 
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zu der betreffenden Zeit falligen Phase. So fehlten z. B. auf einem Nihr- 
boden, der nach 216 Std neu beimpft worden war, die Pyknidien voll- 
stiindig; als erste Organe traten Pseudothecien auf, gefolgt von Chlamy- 
dosporen. Auf einem Nahrboden, der vorher 360 Std bewachsen war, 
entstanden nur Chlamydosporen. 3. In allen Kulturen war der Beginn 
der Organbildung verzégert und zwar umso mehr, je alter das Substrat 
geworden war. 

_ Diese Ergebnisse schienen zunichst dafiir zu sprechen, daB der Nahr- 
boden vielleicht bis zu einem gewissen Grade ,,verbraucht‘‘ sein muBte. 
Die Zonenbildung wire dann mit einem unterschiedlichen Niahrstoff- 
bediirfnis der einzelnen Organe zu erkliren. Da aber die Nahrlésung, je 
langer sie als Substrat fiir den Pilz gedient hatte, alkalischer geworden 
war, mute festgestellt werden, ob unter sonst gleichen Bedingungen 
auch eine verschiedene Reaktion des Nihrbodens die Organbildung 
wesentlich beeinfluBt. 

_ Alserstes wurde in einer groBen Zahl gleichzeitig angesetzter Kulturen 
mit einem px-Messer! tiglich bei drei Kulturen die Konzentration der 
Wasserstoffionen im Nahrmedium (cH) gemessen und bei einer dieser 
Kulturen auBerdem die Anzahl sémtlicher Organe festgestellt (Abb. 1). 
Das anfangliche pq der Nahrlosung von 5,04 anderte sich in den ersten 
‘Tagen nur unerheblich. Nach einem geringen Anstieg ist bei 96 Std — 
gerade mit dem Optimum der Pyknidienbildung zusammenfallend — 
wieder der Ausgangswert erreicht. (Hine Wiederholung desselben Ver- 
suchs hatte das gleiche Ergebnis!) Danach wurde die Nahrlésung von Tag 
zu Tag weniger sauer. Nach 432 Std Kulturdauer wurde schlieBlich ein 
Wert von px 6,90 erreicht. Wichtig ist vor allem die Reaktion der Nahr- 
lésung wiihrend der einzelnen Entwicklungsphasen. Die geringe Anderung 
in der Pyknidienphase wurde bereits erwaihnt. Wahrend des Optimums 
der Pseudothecienphase (216—264 Std) — es wurden in diesem Falle 
simtliche Pseudothecien, die inneren und die auBeren (SORGEL 1953), 
zusammengezahlt — bewegte sich das px zwischen 6,4 und 6,61. In der 
Chlamydosporenphase schlieBlich war das py auf 6,8 gestiegen. 

Es scheint also die Reaktion des Nahrbodens irgendwie mit in den 
Ablauf der drei Hauptphasen einzugreifen. Der sichere Nachweis einer 
solchen Beziehung konnte mit Hilfe der Filtrierpapiermethode durchge- 
fiihrt werden. Wie an anderer Stelle bereits erértert wurde (SORGEL 
1952), reagiert ein Mycel, welches auf einem Nahrboden ganz geringer 
Konzentration vorkultiviert wird, beim Ubertragen auf das eigentliche 
Versuchssubstrat geradezu schlagartig auf die neuen Bedingungen. Die 
geringe Anzahl von Organen (meist Chlamydosporen, wenig Pseudothe- 
cien, ganz selten Pyknidien), die auf einem nahrstoffarmen Medium noch 
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entsteht, stérte nach einmaliger Feststellung ihrer Menge ein spateres 
Zihlen neuentstehender Organe nicht. Die alten Organe sind namlich! 
durch ihre dunkle Farbe und ihre fertige Gestalt leicht zu erkennen. 


Es wurden die 4 pq-Stufen 5,0, 6,0, 7,0 und 8,0 untersucht. Zur Herstellung 
der verschiedenen Stufen wurden zunachst Lésungen von 1/,, mol Na,HPO, unc 
1/,, mol KH,PO, bereitet. Die zur Erreichung jeder einzelnen pu-Stufe notwendiger: 
Mengen beider Lésungen wurden getrennt in einem Kélbchen sterilisiert und danr. 
erst zusammengegossen. Parallel dazu wurde ein 2% iger Samenschalendekokt ge+ 
kocht. SchlieBlich wurden 20 ml des Dekoktes mit 20 ml der pq-Stufenlésung zu- 
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Abb. 1. pqg-Anderung (pq) und Bildung der Fortpflanzungsorgane (Pyknidien Py, Pseudothecien 
Ps und Chlamydosporen Chi). 


sammengegossen und so die notwendigen 40 ml fiir unsere KulturgefiiBe eines 
1% igen Samenschalendekoktes von einer bestimmten pu-Stufe erhalten. Fiir die 
Untersuchungen wurde der Pilz auf einem normalen 0,1% igen Samenschalendekokt 
vorkultiviert. Nach einer Entwicklungszeit von genau 10 Tagen wurde das Filtrier- 
papierblatt vorsichtig so abgehoben, daB sich das zarte Submersmycel vom Filtrier- 
papier léste, und das Filtrierpapier selbst wurde dann auf die Lésungen der ver- 
schiedenen py-Stufen iibertragen. 

Die Kulturen, die wegen der auBerordentlich schnellen Organbildung 
alle 6 Std kontrolliert werden muBten, zeigten schon nach 36 Std ein 
ganz verschiedenes Bild. Die meisten Organe (615) hatten sich bei py 5,0 
entwickelt ; bei px 6,0 waren es 391, bei py 7,0 sogar nur 5 und bei pg 8,0 
waren tiberhaupt noch keine Organe vorhanden. Eine eindeutige Aus- 
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sage, ob es sich dabei um Pyknidien oder Pseudothecien handelte, konnte 
za diesem Zeitpunkt noch nicht gemacht werden. Wahrend auBerdem 
bei px 5,0 und 6,0 bereits 16 Ringe besiedelt waren, waren es bei px 7,0 
nur 4. Bei der nachsten Zahlung (42 Std) hatten die ersten beiden Kul- 
turen fast die gleiche Menge an Organen (1442 bzw. 1454) erreicht; bei 
pu 7,0 waren es nur 196. Erst nach 78 Std waren bei py 8,0 die ersten 
21 Organe ausgebildet. Demnach wird also der Beginn der Organ- 
bildung um so mehr verzogert, je geringer die Konzentration 
der Wasserstoffionen im Medium ist. 

Das Luftmycel wird von pq 5,0 (fast gar nicht vorhanden) bis py 8,0 
(makroskopisch zu erkennen) immer stiarker ausgebildet. Hine gewisse 
Moglichkeit, die verschieden starke Auspragung dieses Luftmycels zu 
erfassen, ergab die Zahlung der sich in diesen Hyphen bildenden Chla- 
mydosporen (Tab. 1); ihre Zahl steigt bis py 7,0 und erreicht, abgesehen 


Tabelle 1. Anzahl der sich bei verschiedenem px in den Lufthyphen bildenden 


Chlamydosporen. 
Stunden DH 5,0 | pH 6,0 | pH 7,0 | pH 8,0 
| | | 
132 | 0 0 | 489 0 
144 0 | 13 1190 0 
168 | 0 Te | 1910 725 
190 | — | — | = 1650 


yom spiiteren Beginn, auch bei px 8,0 sehr schnell einen hohen Wert. 
Allerdings erfahrt, wie spater noch gezeigt werden wird, die Brauchbar- 
keit einer Beziehung zwischen Luftmycel und Chlamydosporenbildung 
als Maf fiir die Menge der Lufthyphen eine gewisse Hinschrankung. 
Trotzdem bleibt die Tatsache bestehen, daB um so mehr Luftmycel 
ausgebildet wird, je alkalischer das Medium ist. 

Die Entwicklung aller drei Organe ergibt sich aus Tab. 2. Pyknidien 
waren mit der schon erwihnten Ausnahme von px 8,0 bereits nach 
36 Std ausgebildet. Die meisten wies die Kultur von 5,0, die wenigsten 
die von px 7,0 auf. Eine geringe Uberlegenheit von px 5,0 gegentiber 
6,0 blieb dauernd bestehen. Als die Beobachtung der Kulturen abge- 
brochen wurde, enthielten diese beiden Kulturen 2659 bzw. 2450 Pykni- 
dien. Bei py 7,0 war rund ein Drittel dieser Menge gebildet worden und 
bei pz 8,0 waren sogar weniger als */,9 entstanden (Tab. 2). Daraus geht 
eindeutig hervor, da®B die Anzahl der Pyknidien bei Abnahme 
der Aciditat geringer wird. 

Ein ganz anderes Bild zeigt die Pseudothecienentwicklung. Mit Aus- 
nahme von px 8,0 waren in allen Kulturen nach 42 Std Pseudothecien 
vorhanden, 50 waren bei px 7,0 gebildet worden, 151 bei pu 6,0 und 
104 bei px 5,0. Nach 54 Std jedoch hatte die Kultur von px 7,0 die von 
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Tabelle 2. Zahl der zu den einzelnen Beobachtungszeiten bei verschiedenen py-Stufer 
aufgetretenen Fortpflanzungsorgane. 


4 ce Pyknidien Pseudothecien | Chlamydosporen 
2s pr 5,0} pe 6,0 | px 7,0) px 8,0! pH 5,0) px 6,0) pH 7,0 hae 8,0] PH 5,0) pH 6,0) pH 7,0 | pp 
RSm | | | | 
| | | | i | | 
36 | 615 |. 391 | 6], o)}he coe Rolo eo aioe ae 
42.1823 |°1303 | 146); 0 |) 1047071517 60am: Oe i ee 
48 | 1681 | 1598 | 223; 0O| 485| 589] 154] O| O| O 0 
54 | 1840 | 1678 | 347 | O') 768°) 1173 | 738. |) 0) Ome 0 
60 | 1975 | 1716 | 424 0 | 1020 | 1457 | 1573 | 0] O 0 0 
72 | 2438 | 2265 | 483 | © | 1704 | 2869 | 4787 | 0} 07) 0) ae 
78 | | 14 | 7) = | 
84 | 2606 | 2320 | 518 | 31 | 1860 | 4451 | 6970} 21) OO} 0] 605 
90 | | 68 | | | | 61|.— | — ies 
96 2612-2351 | 585-90) 2286-5705 10267 | 110, 0 11 1040. 
102 = Be Ue ETS | 207} | =") 
108 “ 182 | | | 642) =.) =e 
114 | } 213 | — | 1595; — | — | — 
120 | 2649 | 2371 | 924 | 213 }-2362 | 6145 |12639 | 2135; 1 | 118| 2908 
132 PAIR} | 3841 |---| =a) 
144 | 2656 | 2394 | 979 | 213 | 2380 | 6368 |13593 | 5153 | 194 |1170| 7228 | 
156 | 213 6705| — | — | =e 
168 | 2659 | 2460 | 987 | 213 | 2380 | 6394 |13920 | 7642 | 896 | 3570 |13032 | 84 
190 | — | — | — | 213] |8045| — | — | — IB" 


px 5,0 fast eingeholt, und nach 60 Std waren es bei px 7,0 bereits 7,99% 
mehr als bei py 6,0. Nach weiteren 12 Std (72 Std nach dem Verpflanzen’ 
hatten sich bei py 7,0 schon 4787, bei py 6,0 erst 2869 und bei pu 9,¢ 
nur 1704 Pseudothecien entwickelt. Bei py 8,0 setzte die Bildung nach 
78 Std ein und hatte schon nach 126 Std die Kultur von px 5,0 iiber- 
troffen. Die Pseudothecienbildung steigt also von pq 5,0 iiber 
pu 6,0 bis zu einem Optimum bei pq 7,0 und fallt dann nach 
pu 8,0 zu wieder ab. Sie ist aber gegentiber der Pyknidienbil- 
dung in allen Kulturen etwas verzégert. 

In den Kulturen waren auBer den einzelstehenden Pseudothecien auch 
einige Stromata mit mehreren Organen zu finden. Sowohl die Menge 
der Stromata als auch der Besatz jedes Stromas mit Pseudothecien 
steigt von py 5,0 auf px 6,0 an, doch waren bei py 7,0 iiberraschend 
wenig, bei px 8,0 tiberhaupt keine mehr zu finden (Tab. 3). 

Die Chlamydosporen traten in allen Kulturen noch spater als die 
Pseudothecien auf, bei pq 8,0 sogar erst 144 Std nach dem Verpflanzen. 


Tabelle 3. Vergleich der bei verschiedenen pu-Stufen auftretenden Stromata. 


Stroma mit | Pr 6,0 / 


pr 5,0 Pu 7,0 | Pur 8,0 
2 Pseudothecien . 14 50 6 | 0) 
3 Pseudothecien . 1 | 4 1 0) 
4 Pseudothecien . 1 3 0) 0 
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Am relativ schnellsten, ,,schon‘‘ nach 72 Std erschienen die ersten Chla- 
mydosporen bei py 7,0. Bei px 6,0 wurden die ersten Chlamydosporen 
24 Std spater gefunden. Wieder einen Tag spiter war auch bei px 5,0 
eine Chlamydospore aufgetreten. Am schnellsten nahm ihre Zahl bei 
pa 7,0 zu. Ganz langsam dagegen vermehrten sie sich bei pg 5,0. AuBer- 
ordentlich rasch ging ihre Bildung bei pq 8,0 vonstatten, nachdem sie 
einmal in Gang gekommen war. Sie iiberfliigelte bald alle anderen Kul- 
turen, so da diese Kultur am Ende der Entwicklung an der Spitze 


Abb. 2. Pilzentwicklung auf verschiedenem py nach 190 Std Kulturdauer. 


stand (Tab. 2). Die Anzahl der Chlamydosporen wird demnach 
mit Zunahme derAlkalitat groBer; sie verhalten sich also ent- 
gegengesetzt wie die Pyknidien. 

Die Bildung der Fortpflanzungsorgane zeigt demnach eine deutliche 
Abhangigkeit von der cH. Die Reihenfolge in der Organentstehung bleibt 
auch bei den verschiedenen pq-Stufen genau so wie auf einem ,, Normal- 
nihrboden“ erhalten. Diese Tatsache liBt sich auch makroskopisch in 
den einzelnen Kulturen erkennen (Abb. 2). Um die Wirkung der ein- 
zelnen py-Stufen weiter aufklaren zu konnen, muB die Organentstehung 
vergleichend in Abhangigkeit vom px betrachtet werden. Der Vergleich 
wurde fiir Pyknidien und Pseudothecien durchgefiihrt. Beide Organe sind 
relativ ahnlich gebaut. Da bei den verschiedenen Stufen trotz prinzi- 
piell gleicher Aufeinanderfolge der jeweilige Beginn der Organentstehung, 
die Bildungsrate und die absolute Menge verschieden waren, wurde zur 
besseren Veranschaulichung eine besondere Darstellungsweise (Abb.3) 
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Abb. 3. Verhiltnis von Pyknidien zu Pseudothecien bei pq 5,0— 8,0. 
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Abb. 4, Dichte der Pyknidien auf der Kulturoberfliiche bei PH 5,0—8,0. 
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gewahlt. Es wurde in samtlichen Kulturen fiir simtliche Zeiten das Ver- 
haltnis von Pyknidien zu Pseudothecien bestimmt. Der Augenblick, in 
dem Pyknidien und Pseudothecien in gleicher Anzahl vorhanden sind, 
wird durch eine Gerade gekennzeichnet, die parallel zur Abszisse ver- 
lauft. Die Werte unterhalb dieser Geraden geben an, wieviel mal mehr 
Pyknidien als Pseudothecien, die Werte oberhalb, wieviel mal mehr 
Pseudothecien als Pyknidien in den Kulturen vorhanden sind. In allen 
Kulturen haben zunichst die Pykni- 
dien das Ubergewicht. Mit Ausnahme 
von px 5,0, wo bis zum Schlu8 mehr 
Pyknidien vorhanden sind, nimmt 
die Zahl der Pseudothecien umso 
schneller zu, je alkalischer das Me- 
dium ist. 

AufschluGBreich ist auch ein Ver- \ 
gleich der Anordnung der verschiede- : 
nen Organe in den einzelnen Kultu- L rk 
ren. Als Ma& fiir die Dichte ist je- | 
weils die Menge der Organe berech- 
net, die inden einzelnen 2mm-Ringen 
auf einer Flaiche von 10 mm? vorhan- matt 
den sind. Die Pyknidien (Abb. 4) lie- eM ae 
gen bei allen Kulturen in der Mitte Hf t 
am dichtesten. AuBerdem ist einzwei- 40 
tes, weniger hohes Optimum ausge- 
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Rg 
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bildet, welches bei Zunahme der Al- 
kalitit immer weiter nach auBen a4 E } 50 ; 
riickt. Dieser erneute Anstieg der Pyk- hs "ig mt WWE 
nidiendichte 14Bt sich jedoch leicht ie 4 
mit einem neuen Hyphenwachstum \ 
des Pilzes nach dem Ubertragen aus 0 
der Vorkultur erklairen. Auf das an- age 
scheinendandereVerhalten von px8,0 Abb. 5. Dichte der Pseudothecien auf der 
kommen wir noch zuriick. Dabei ist Kulturoberfliche bei px 5,0—8,0. 
nun interessant, daB auch hier die zu- 
erst gebildeten Organe wiederum Pyknidien, und zwar in der gleichen men- 
genmaBigen Abstufung wie in den inneren Ringen sind. Wir kommen also 
zur Feststellung, daB bei Abnahme der Aciditat die Pyknidien- 
dichte geringer wird, und daB iibereinstimmend bei allen Kul- 
turen die Pyknidien in der Mitte am dichtesten gelagert sind. 
Die Verteilung der Pseudothecien (Abb. 5) stimmt nur bei px 7,0 und 
8,0 mit der der Pyknidien tiberein. Sie sind allerdings 5—6mal so dicht 
gelagert. Bei px 5,0 und 6,0 drangen sich die Pseudothecien, wenn man 
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von einer noch zu erklirenden hoheren Dichte im ersten und zweiter 
Ring absieht, im sechsten bis neunten Ring zusammen. Das bedeute: 
aber, daB die zonenfo6rmige Anordnung der Fortpflanzungs: 
organe nur bei den pg-Stufen 5,0 und 6,0 dem eines Normal! 
nahrbodens ahnlich ist und bei px 7,0 und 8,0 diese Anordnung 
zumindest undeutlich geworden ist. 
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Abb. 6. Verhiiltnis von Pyknidien zu Pseudothecien auf der Kulturoberfliiche bei vier py-Stufen zu 
verschiedenen Beobachtungszeiten. 


Noch klarer wird das Verhiltnis von Pyknidien zu Pseudothecien. 
wenn wir (wie in Abb. 3) die Verteilung dieser beiden Organe auf die 
einzelnen Ringe zu den verschiedenen Beobachtungszeiten auftragen. 
Das Verhiiltnis beider Organe verschiebt sich von px 5,0 bis 8,0 zugunsten 
der Pseudothecien (Abb. 6) 


Nach 42 Std sind bei pq 5,0 im 7. Ring 6mal soviel Pyknidien wie Pseudo- 
thecien vorhanden (in den beiden benachbarten Ringen sind es rund 10 mal soviel). 
Die Uberlegenheit an Pseudothecien geht allmahlich auf den 9. Ring iiber, und zum 
SchluB sind in fiinf benachbarten Ringen etwas mehr Pseudothecien als Pyknidien 
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vorhanden (im 9. Ring 2,46mal soviel). Innen sind bis zum 3. Ring zwar auch 
erhaltnismaBig viel Pseudothecien zu finden, doch bleiben diese in einem friihen 
mtwicklungsstadium stecken (in der Abbildung durch gestrichelte Linien ange- 
Heutet). Damit findet auch die friithere FeststeUung (SOrGEL 1953) ihre Erklarung, 
Ha die in der Mitte einer nicht gepufferten Nahrlésung sich bildenden Pseudothecien 
zu einer Zeit also, wo diese Nahrlésung noch sauer reagiert, selten reif werden bzw. 
sich nicht vollkommen ausbilden. 

~ Ganz ahnlich liegen die VerhAltnisse bei der nachsten py-Stufe. Auch hier ver- 
schiebt sich das Optimum vom 7. auf den 9, Ring. Die Zone, in der mehr Pseudo- 
thecien gebildet werden, reicht vom 5. bis zum 11, Ring. Im Endzustand befinden 


, RVG ge & 

Abb. 7. Dichte der Chlamydosporen auf der gesamven Kulturoberfliche zu den einzelnen Beob- 

achiungszeiten -+***** 7z Std, —-++— 84 Std, —+— 96 Std, 120 Std, —e— 144 Std, 
: eooee 156 Std, ——— 168 Std, 190 Std. 


sich im 9. Ring 8,75mal soviel Pseudothecien wie Pyknidien. Auch kommen die in 
der Mitte der Kultur liegenden Pseudothecien zur vollen Ausbildung. 

Noch mehr zugunsten der Pseudothecien hat sich das Bild bei px 7,0 verschoben. 
Die Pseudothecien umfassende Zone erstreckt sich bereits zu Anfang ihrer Ent- 
stehung bei 42 Std auf 7 Ringe. Der Ring mit der starksten Pseudothecienbildung 
(40,4mal soviel) ist interessanterweise weiter zum Mittelpunkt der Kultur hin 
verschoben als bei pa 6,0. Von 60 Std ab liegt das Ubergewicht eindeutig im 5., 
spdter im 6. Ring. 

Eine Verschiebung der Pseudothecienzone nach der Mitte der Kultur zu ist 
bei px 8,0 noch mehr ausgepragt. Der 5. Ring enthalt zum SchluB 45,7 mal soviel 
Pseudothecien wie Pyknidien. Dann fallt wie bei den anderen Kulturen die Menge 
der Pseudothecien gegen auBen ab, jedoch hier nur bis zum 7. Ring. Bei Be- 
sprechung der Dichie wurde auch schon auf das wenig ausgepragte Optimum an 
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dieser Stelle aufmerksam gemacht. Bei der Mycelbildung werden infolge der Unge 
eignetheit fiir die Pyknidienbildung kaum noch Pyknidien dazugebildet. 

Kin entsprechender Hinflu8 ergibt sich auch bei der Verteilung dex 
Chlamydosporen (Abb. 7). Die Bildung beginnt bei pg 8,0 schon im 4} 
bei den anderen px-Stufen erst im 8. oder 9. Ring. Von dieser Ent: 
stehungszone aus entwickeln sich die Chlamydosporen nach beiden Seitem 
Am Ende der Beobachtungszeit umfaBt die Chlamydosporenzone be 
den px-Stufen 7,0 und 8,0 den 1.—16., bei py 6,0 den 5.—16. und be 
pu 5,0 den 7.—15. Ring. Daraus ergibt sich, daB die Chlamydosporenzons 
von px 8,0 bis pq 5,0 immer schmaler wird 
Bei diesen Versuchen war auBerst bemeri 
kenswert, daB bei px 5,0 sich die gesamtt 
Bildungszeit nur iiber 48 Std erstreckt, bes 
pu 6,0 tiber 72 Std und bei px 7,0 soga: 
tiber 96 Std. Wie vorstehend schon erér 
tert, ist der Beginn der jeweiligen Chlamy; 
dosporenbildung verschieden (Tab. 2). 

Nach den geschilderten Versuchen is} 
an einem bestimmenden EinfluB dep 
cH auf Pyknidien-, Pseudothecien: 
und Chlamydosporenbildung keir 
Zweifel mehr méglich. 

Da auch auffillige GréBenunterschiedd 


0 , : 
50 55 60 65 70 75 80 zwischen den gleichen Organen der ver: 


Pa schiedenen py-Stufen bestehen (Abb. 2). 
Abb. 8. Mittlere GréBe in u*vonPyk- wurde zur genauen Messung je eine Kul/ 
nidien (Py) und Pseudothecien (Ps) a Bk Et. : € 

bei 7 pq-Stufen. turserie fiir Pyknidien, eine fiir Pseudothe- 
cienundeine fiir Chlamydosporenangesetzt: 

Jede Kulturserie umfaBte die pu-Stufen 5,0, 5,5, 6,0 usw. bis 8,0. Alle Kulturen 
wurden ohne Vorkultur in iiblicher Weise beimpft. Sobald die Organe ausgewachsen 
waren, wurden mit einem Zeichenapparat simtliche Pyknidien der ersten Serie 
und simtliche Pseudothecien der zweiten Serie gezeichnet. Bei der dritten (,,Chla- 
mydosporenserie“) geniigten 800 Chlamydosporen je Kultur. Die gezeichneten 
Umrisse der Organe wurden dann ausplanimetriert und die gewonnenen Mafe 
in “? umgerechnet. 

Pyknidien und Pseudothecien werden kleiner, je alkalischer das Nahr- 
medium ist (Abb. 8). Dabei geht die Abnahme der OrgangréBe bei den 
Pyknidien am schnellsten vor sich, ein Beweis mehr fiir die Ungeeignet- 
heit eines alkalischen bzw. neutralen Nahrbodens besonders fir die 
Pyknidien. Aus Abb. 9, in der — nur fiir drei Kulturen — alle vorkom- 
menden Groen der Chlamydosporen gezeichnet sind, wird ersichtlich, 
daB auch diese Organe bei Zunahme der Alkalitét kleiner werden. 
Wihrend bei py 5,0 der Mittelwert 146,15 + 1,4? betrigt, fallt er bei 


pu 9,5 auf 115,34 + 1,1 uw? und erreicht bei pu 8,0 nur 52,01 + 0,54 pw. 
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Da auch die Hyphen bei den einzelnen py-Stufen, wie man schon makro- 
skopisch sieht, Unterschiede aufweisen, wurden auch sie miteinander 
verglichen, um festzustellen, ob Beziehungen zwischen OrgangréBe und 
Hyphenausbildung bestehen. Schon beim Zeichnen der Haupthyphen — 
nur diese wurden den Untersuchungen zugrunde gelegt — fiel die stirkere 
Verzweigung des bei alkalischer Reaktion gewachsenen Mycels auf. 
Kommt bei px 8,0 eine Seitenhyphe auf 1,5 Zellen, so sind es bei 
pu 7,0 schon 2,5, bei px 6,0 bereits 2,7 und bei px 5,0 schlieBlich 3,5 
Zellen. Dadurch entsteht bei Abnahme der Aciditaét ein viel dichteres 


\ 
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Abb. 9. Variationsbreite der Chlamydosporengr6Be (Flacheninhalt in *) bei px 5,0— 8,0. 


Mycel. Gleichzeitig werden die Zellen kiirzer und schmaler. In Abb. 10 
sind die Langen von je 500 Zellen von 4 py-Stufen dargestellt. Noch 
deutlicher wird der GroéBenunterschied der Zellen, wenn man die Flachen 
dieser Zellen miteinander vergleicht. In Tab. 4 sind die durch Planime- 
trieren gewonnenen Gréfen (Mittelwerte) enthalten. Die ZellgréBe nimmt 
bei den sauren Nahrbéden zunichst langsam, beim Ubergang zur Alkalitat 


Tabelle 4. Vergleich der Zellgrépen von £4 py-Stufen. 
ee SSS SS 
| pH 5,0 | pr 6,0 pr 7,0 | px 8,0 
| 


| 
| 1 
ZellgroBe | 167,72 + 2,81 122 150,42+ 2,49 ? | 66,46-+ 1,08 1? | 34,72+0,54 pi? 


schneller ab. Die Zellverkleinerung legt den Gedanken nahe, da®B auch 
die Organe infolge der kleineren Zellen bei py 8,0 nicht nur kleiner an- 
gelegt werden, sondern auch kleiner bleiben als bei px 7,0 und diese 
wiederum kleiner als bei py 6,0 und py 5,0. Damit lieBe sich auch er- 
klaren, daB die aus vielen Zellen zusammengesetzten Pyknidien schneller 
an GroBe abnehmen als die aus weniger Zellen bestehenden und deshalb 
kleineren Pseudothecien, und die Unterschiede bei den einzelligen Chla- 


mydosporen am geringsten sind. 
26% 
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Mycel und Fortpflanzungsorgane werden also beide kleiner, je weniger 
sauer bzw. je alkalischer das Medium ist. Demnach scheint ein klares 
Zusammenhang zwischen Zellgr6Be und OrgangroBe zu bestehen. Wenn 
hier ein direkter Zusammenhang vorliegt, dann muBten die einzelner 
Fortpflanzungsorgane auch bei ihrer Entstehung in Abhangigkeit vo» 
den verschiedenen py-Stufen verschieden groB angelegt werden. Anderer1 


160 


750 


eg 


/ 
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Abb. 10, Variationsbreite der Zelliinge bei px 5,0— 8,0. 


seits hatten die unterschiedlichen OrgangréBen ja auch dadurch zustande 
kommen kénnen, dafs die Organe gleichmaGig groB angelegt worden 
waren, und sich unter der Wirkung der verschiedenen pu-Stufen in ver- 
schiedener Weise weiter entwickelt hitten. Zur Klirung dieser Frage 
wurden bei einer Kulturserie von vier verschiedenen pq-Stufen in Inter- 
vallen von 6 Std alle in den verschiedenen Ringen erstmals aufge- 
tretenen Pyknidien mit dem Zeichenapparat herausgezeichnet und die 
mittlere PyknidiengréBe bestimmt (Tab. 5). Es ergibt sich, da® die 
Pyknidien umso gréBer angelegt werden, je saurer das Medium ist. Bei 
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Tabelle 5. GroéBen (Mittelwerte) der erstmals in einem noch organfreien Ring 
auftretenden Pyknidien bei 4 verschiedenen py-Stufen. 


PH | 2. Ring 3. Ring | 4, Ring 

5,0 7618 p? 9603 ju? 11141 1 
5,5 5509 uu? 9509 uw? . 9378 p? 
6,0 jl Lgl ji 7548 pu? 9944 yi? 
6,5 | 3498p? | 4187p? | 3568p? 


jedem einzelnen Ring ergibt sich in Abhangigkeit von der jeweiligen 
pu-Stufe dasselbe Bild. (Die absolute Gro8e der Pyknidien ist in den 
einzelnen Ringen verschieden, weil, wie in anderem Zusammenhang noch 
dargelegt wird, auSerdem auch die Pyknidiengré8e von innen nach auBen 
zunachst zu- und dann wieder abnimmt, also in Form einer Optimum- 
kurve verliuft.) Die relative Abnahme in Abhangigkeit von den ein- 
zelnen py-Stufen besteht aber unabhangig davon auf jeden Fall. Um 
die Méglichkeit einer Verwechslung von Pyknidien mit Pseudothecien 
auf jeden Fall auszuschalten, wurden nur py-Stufen bis 6,5 gewahlt, bei 
denen in den inneren Ringen der Kulturen wesentlich mehr Pyknidien 
als Pseudothecien auftreten. AuBerdem sind ja in diesen Kulturen die 
zuerst erscheinenden Organe wenigstens in den betrachteten Ringen 
stets Pyknidien. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da siamtliche Organe, wenn 
auch in verschiedenem Grade, bei Abnahme der Aciditat 
kleiner werden, und da& diese GréBenabnahme sich wahr- 
scheinlich auf die gleichzeitig einhergehende Abnahme der 
Zellbreiten und -langen des Mycels zurickfihren 1aBt. 

Wie eingangs bereits gesagt, ist der Beginn der Organbildung auf 
einem alkalischen Nahrboden gegeniiber einem sauren verzdgert. Diese 
Verzogerung tritt auf, ganz gleich, ob das Mycel von vornherein auf 
einem alkalischen Nahrboden wachst oder auf einem, der im Verlauf 
der Kultur alkalisch geworden ist. Da dieses Verhalten des Pilzes 
anscheinend charakteristisch ist, muBte es niéher untersucht werden. 
Dazu wurden 10 verschiedene py-Stufen eines 1% igen Samenschalen- 
dekoktes angesetzt. Diese Versuche wurden ohne Vorkultur durch- 
gefiihrt, da anzunehmen war, daf sich bei einer largsameren Organ- 
bildung auch die Verzégerung deutlicher markieren miBte (vgl. SORGEL 
1952). Wie aus dem Verlauf der gestrichelt gezeichneten Kurve von 
Abb. 11 hervorgeht, besteht zwischen dem Beginn der Organbildung 
und der cH offenbar eine einfache Beziehung. 

Um weitere Beziehungen zu priifen, wurde erstens die GréBenzunahme 
der Pyknidien und zweitens die Wachstumsgeschwindigkeit des Mycels 
bestimmt. Die GréBenzunahme der Pyknidien wurde an 4 pa-Stufen 
so festgestellt, daB samtliche vorhandenen Pyknidien in einem Zeit- 
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intervall von je 12 Std gezeichnet und durch Planimetrieren ihre crs 
ermittelt wurden. Dabei ergab sich, daB bei jeder einzelnen py-Stuf 
die Zunahme erst langsam, dann schneller erfolgt, um schlieBlich gana 
aufzuhoren. Ein Verg eich der py-Stufen untereinander zeigt, daB did 
Pyknidien in den mehr sauren Nahrbéden schneller an GréBe zunehmer 
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Abb. 11. Beginn der Organbildung auf 10 verschiedenen pq-Stufen. 


als in den alkalischeren. Diese Tatsache besteht, ganz gleich, ob simtliche 
zu einem bestimmten Zeitpunkt in den Kulturen vorhandenen Pyknidiem 
(Abb. 12) oder nur die der entsprechenden Ringe miteinander verglichem 
werden. Im Zusammenhang mit den vorher beschriebenen Versuchem 
ergibt sich, daB zwischen Verzégerung der Pyknidienbildung 
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Abb. 12. GréSenzunahme siimtlicher in einer Kultur vorhandenen Pyknidien innerhalb von 12 Std 
bei px 5,u— 6,5. 


und Zunahme der PyknidiengréBe eine gewisse Parallelitat 
besteht. Die Verz¢gerung der Organbildung kann auch noch an einem 
anderen Pyknidienmerkmal beobachtet werden. Sofort nach ihrer Bil- 
dung sind die Pyknidien, wenn sie auch etwas groRer angelegt werden, 
nicht mit voller Sicherheit von den Pseudothecien zu unterscheiden. 
Das erste verliBliche Zeichen fiir Pyknidien ist die Ausbildung der 
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Offnung. Diese markiert sich besonders dadurch, da sie von einem 
wenige Zellschichten breiten, dunkel gefirbten Ring umgeben wird. Das 
erste Auftreten dieses Ringes l48t sich als Entwicklungsstadium der 
|Pyknidiendifferenzierung erfassen. Abb. 13 zeigt bei 4 Kulturen die pro- 
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Abb. 13. Prozentsitze der mit einem Ring versehenen Pyknidien bei py 5,0—6,5. 


zentuale Menge der zu der betreffenden Zeit mit einem eben erkennbaren 
Ring versehenen Pyknidien. Daraus ist zu ersehen, daB, (abgesehen von 
einem geringen Ubereinandergreifen nach 90 Std bei px 5,0 und px 5,5) 
auch dieses Stadium von der Anfangsverzégerung abhingig 
ist. 

Die Wachstumsgeschwindigkeit wurde mit einer an anderer Stelle 
(SdRGEL 1952) angegebenen Methode als radiale Ausbreitung des Mycels 
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planimetrisch bestimmt. Der Versuch wurde mit je 2 Kulturen je pry 
Stufe angesetzt und zwar 40 ml Samenschalendekokt und 1,2% gee 
wiisserter Agar in Schalen von 14 cm Durchmesser. Eine Wiederholung 
des Versuches fiihrte zu dem gleichen Ergebnis. Der Pilz wachst (Abb. 1 

bei px 8,0 und 7,0 erheblich langsamer als bei den beiden anderen Kul! 
turen, doch liegt das Optimum nicht bei pq 5,0, sondern bei 6,0. Did 
erneute Zunahme des Wachstums nach 144 Std bei den py-Stufen 5,06 
6,0 und 7,0 ist méglicherweise mit dem Eintritt des Mycels in die Pseudo: 
thecienphase zu erklaren. Dafiir spricht auch das Verhalten der 4. Kultun 
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Abb. 14. Wachstumsgeschwindigkeit auf 4 verschiedenen Pu-Stufen (5,0 — 8,0). 


(px 8,0), wo eine eigentliche Pyknidienphase (s. 8S. 390) nicht zur Aus- 
bildung gelangt, sondern fast nur noch Pseudothecien und Chlamydo- 
sporen entstehen. Kin Optimum, welches hier der Pyknidienphase ent- 
sprechen wiirde, ist beim Hyphenwachstum auch nur angedeutet. Die 
gesteigerte Aktivitit des Pilzes, die beim Ubergang von einer Phase in 
eine andere in anderem Zusammenhang bereits als wahrscheinlich hin- 
gestellt werden konnte (S6ra@EL 1953), betrifft demnach auch das Wachs- 
tum der Hyphen. Legt man dieser Betrachtung nicht die Ausbreitungs- 
geschwindigkeit der Hyphen als solche zugrunde, sondern das Liingen- 
wachstum einer einzigen Zelle, wie es sich aus dem Mittelwert fiir die 
Zellinge und mittlerer Wachstumsgeschwindigkeit errechnet, so ergibt 
sich, daf’ die Querwandbildung gerade bei den alkalischen Stufen am 
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schnellsten vor sich geht. Dauert es bei py 8,0 nur 5,8, bei px 7,0 bereits 
6,1 min, bis sich die Hyphen um eine Zelle verlangert haben, so sind es 
bei px 6,0 schon 7,6 und bei px 5,0 sogar 8,6 min. Aus diesen Versuchen 
ergibt sich, daB die Wachstumsgeschwindigkeit wohl eine Rolle 
bei dem verzégerten Eintritt der Organbildung spielt, aber 
nicht die alleinige Ursache sein kann, und daB die Zellver- 
mehrung gerade im umgekehrten Verhaltnis zur Verzégerung 
steht. 

Wenn nach den bisherigen Ausfiihrungen als feststehend angesehen 
werden kann, daB die Organbildung wesentlich von der Konzentration 

500 
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Abb. 15. Zunahme der Pyknidien in einem 24stiindigen Zeitintervall in Abhangigkeit vom pH 
(3 dimensionale Wiedergabe). 


der Wasserstoffionen in der Nahrlésung beeinflu8t wird, so war die Frage 
bislang noch offen geblieben, ob auch die Aufeinanderfolge der einzelnen 
Phasen darauf zuriickgefiihrt werden kann. Zur Klarung wurde eine 
Serie von Kulturen mit 10 verschiedenen pg-Stufen eines 1% igen 
Samenschalendekoktes angesetzt und laufend kontrolliert. Abb. 15 gibt 
den Verlauf der 24stiindigen Zunahme der Pyknidien bei 8 dieser Kultu- 
ren wieder. Als erstes wesentliches Merkmal fallt auf, da bei px 5,0, des- 
gleichen bei px 5,5 und 6,0 nicht nur ein Optimum vorhanden ist, sondern 
zwei Optima auftreten. Dabei wird das zweite Optimum von px 5,0 tiber 
px 5,5 nach px 6,0 immer kleiner. Bei den folgenden Stufen ist nur noch 
ein Optimum vorhanden, welches aber zeitlich um so weiter hinausge- 
schoben wird, je alkalischer die Reaktion der Nahrlosung ist. Liegt das 
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erste Optimum von px 5,0 und px 5,5 zwischen 48 und 72 Std, so liegt ess 
bei px 6,0 und bei der nicht mit abgebildeten Stufe von 6,25 bei 72—96 Std. 
Bei px 6,5 ist es um weitere 24 Std verschoben. Ein Sprung von 48 Stdi 
liegt beim Ubergang von px 6,5 nach 7,0. Dann kommen jeweils 24 Std’ 


Pseudothecien 


85 80.. 25 70 65 60 5 ieee 


7 


Abb. 16. Zunahme der Pseudothecien in einem 24stiindigen Zeitintervall in Abhingigkeit vom PH 
(3 dimensionale Wiedergabe). 


dazu, bis schlieBlich bei pq 8,5 zwischen 240 und 264 Std ein eben noch 
erkennbares Optimum zu verzeichnen ist. Doch werden in diesem pq- 
Bereich nur noch derart wenig Pyknidien gebildet, daB die Berechtigung, 
von einer Phase zu sprechen, kaum noch besteht. 

Die Pseudothecienbildung (Abb. 16) verliuft bei den drei ersten der 
abgebildeten py-Stufen ahnlich wie bei den Pyknidien: auch hier treten 
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zwei Optima auf. Doch ist im Gegensatz zur Pyknidienphase das erste 
Optimum wesentlich geringer entwickelt als das zweite und iiberdies 
bei der sauersten Stufe am geringsten. Die eigentliche Pseudothecien- 
phase jedoch beginnt mit dem zweiten Optimum, welches bei den vier 
ersten px-Stufen einheitlich zwischen 168—192 Std liegt. Dann beginnt 
auch bei der Pseudothecienbildung eine zeitliche Verschiebung. Dabei 
geht schlieBlich die Pyknidienphase fast vollstandig in der Pseudo- 
thecienphase auf, so daB ohne Kenntnis der Verhaltnisse bei den anderen 
pu-Stufen eine Einteilung in zwei getrennte Abschnitte fiir die Ausbil- 
dung dieser beiden Organe kaum zu erkennen gewesen ware. Von px 5,0 
bis 8,5 riicken die Optima zeitlich immer mehr zusammen (Tab. 6). 


Tabelle 6. Zeitlicher Abstand zwischen den Optima der Pyknidien- und 
Pseudothecienphase bei 8 py-Stufen. 


| Px 5,0 | Pu 5,5 | px 6,0 | pH 6,5 | PH 7,0 | Pu 7,5 | pH 8,0 | pu 8,5 
a cel a ae a am ea pore 


Stunden... . . | 120 | 120 | 96 | 72 | 48 | 48 | 24 | 24 


Was die beiden Optima bei der Pyknidienbildung betrifft, so ist auf- 
fallig, daB diese Pyknidien gerade dann entstehen, wenn die Pseudo- 
thecienphase beginnt. Wahrend dieser zweiten Phase, in der eigentlich 
nur Pseudothecien gebildet werden sollten, kommt es gleichzeitig mit 
der Pseudothecienbildung noch einmal zur Entstehung von Pyknidien. 
Daraus geht hervor, da die Bedingungen fiir die Bildung der Pseudo- 
thecien derart ungiinstig liegen miissen, daB statt der erwarteten Pseudo- 
thecien Pyknidien entstehen. Dem entspricht auch das weniger stark 
ausgepragte zweite Optimum bei px 5,5 und 6,0. 

Die niedrigen Optima fiir die Pseudothecien wahrend der Pyknidien- 
phase zeigen, daB stets eine bestimmte Menge dieser Organe neben den 
Pyknidien entsteht und zwar erhalt man fiir px 5,0 rund 7%, fiir py 5,5 
rund 17% und fiir pp 6,0 fast 24%. Gut dazu pabt die Pyknidienzahl, 
die auf einem Normalnahrboden (SORGEL 1953) erhalten wurde. Dort 
waren es 13% bei einem py zwischen 5,0 und 5,5, welches die nicht ge- 
pufferte Nahrlésung wahrend der Pyknidienphase hatte. 

Zwischen der Zahl der Organe, die bei den eben besprochenen Kulturen 
und den zu Anfang beschriebenen mit Vorkultur (auf niedrigprozentigem 
Nahrboden) erhalten worden war, scheint eine gewisse Diskrepanz zu 
bestehen. Dort war nimlich die Zahl der Pyknidien bei Abnahme der 
Aciditit geringer geworden, hier war jedoch bis px 7,0 ein Anstieg zu ver- 
zeichnen. Das Optimum der Pseudothecien und auch der Chlamydo- 
sporen dagegen war bei beiden Kulturverfahren gleich. Berechnet man 
aber, ausgehend von den insgesamt gebildeten Organen (Pyknidien 
- Pseudothecien), wieviel Prozent Pseudothecien gebildet werden, so 
stimmen diese Prozentzahlen bei beiden Kulturverfahren weitgehend 
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iiberein. Wahrend es bei py 5,0 mit Vorkultur 47%, ohne Vorkultur 40% 
Pseudothecien sind, steigt ihr Anteil an den gebildeten Organen in) 
beiden Fallen bis px 8,0 auf 98% an. Wir haben demnach bei den zuletzt| 
besprochenen Kulturen grundsitzlich dasselbe Verhalten vor uns. Der 
Pilz reagiert allerdings mit Vorkultur insofern anders, als die charakte-. 
ristische Reaktion schneller und scharfer ausgepragt in Erscheinung tritt. 

Berechnet man sowohl fiir die Pseudothecien als auch fiir die Pykni-. 
dien aus der bei jeder py-Stufe gebildeten Anzahl und ihrer GroBe die: 
gesamte Fliche, die von jedem dieser Organe eingenommen wird, so. 
bekommt man fiir die Pseudothecien eine typische Gausssche Normal-. 
verteilung, wobei die experimentell ermittelten Werte nur unwesentliche: 


30 


S 


Ss 


Zunahme je 100 Pyknidien 
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Abb. 17. Zunahme der Pyknidienpseudothecien je 100 Pyknidien wihrend eines Zeitintervalles von 
24 Std bei pq 5,0—6,5. 


Abweichungen zeigen. Daraus geht noch einmal ganz deutlich hervor, 
da bei Konstanthaltung bestimmter AuBenbedingungen und Verande- 
rung nur eines Faktors, wie in unserem Falle der Konzentration der 
Wasserstoffionen, der Beweis fiir die Abhingigkeit von diesem Faktor 
erbracht werden kann. Bei den Pyknidien wird die von ihnen eingenom- 
mene Flache von px 5,0 bis px 8,0 immer kleiner. Auch hier wiirde man 
eine Normalverteilung erhalten, wenn man fiir die ersten drei pq-Stufen 
nur die wihrend des ersten Optimums der Pyknidienphase gebildeten 
Pyknidien zugrunde legen wiirde. 

AuSerhalb unserer Betrachtungen waren bisher die auf den Pyknidien 
sich bildenden Pseudothecien geblieben (S6ReEL 1953). Bei den zuletzt 
behandelten Kulturen wurden auch diese mitgezihlt, ihre Menge stieg 
bis px 6,0 an, fiel dann aber schnell ab. Bei pq 7,0 waren nur noch ganz 
verstreut einige Pyknidien mit Pseudothecien besetzt. Da die Zahl der 
Pyknidien in den einzelnen Kulturen unterschiedlich ist, wurde der 
Besatz je 100 Pyknidien fiir jede Kultur errechnet (Abb. 17). 

Unsere Untersuchungen fiihrten demnach zu folgender Feststellung: 
Bei Abnahme der Aciditat wird das Optimum der Pyknidien- 
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und Pseudothecienphase verzégert. Dabei verschmelzen in- 
folge der weniger schnellen Verzégerung der Pseudothecien- 
phase beide Phasen fast vollstandig. Bei alkalischer Reak- 
tion ist die Pyknidienphase kaum noch als solche nachweis- 
bar. Hine Verschiebung erfaihrt auch die Phase der ,,Pyk- 
nidienpseudothecien™. Diese erlischt jedoch schon bei neu- 


traler Reaktion. 

Bei den bisherigen Versuchen wurde in 
einer Kultur stets die Reaktion eines My- 
cels fiir jeweils eine bestimmte py-Stufe 
untersucht, so daB die Reaktion der einzel- 
nen Mycelien dann miteinander verglichen 
werden konnte. Die Filtrierpapiermethode 
bietet aber noch die Moglichkeit, die Wir- 
kung unterschiedlicher Nahrlosungen auf 
ein und dasselbe Mycel zu prifen. Das 
Papier laBt sich mit dem anhaftenden 
Mycel ohne erkennbare Storung auf ein an- 
deres Substrat tibertragen (SORGEL 1952). 
Auf diese Art und Weise gelingt es, bei 
wachsenden Mycelien den Nahrboden be- 
liebig zu wechseln. Nach den bisherigen Er- 
gebnissen miiBte das gleiche Mycel je nach 
der cH dabei einmal mit Pyknidien-, ein- 
mal mit Pseudothecienbildung reagieren. 

Von zwei Kulturen, die bei px 5,0 bis 
96 Std unberiihrt im Thermostaten stehen 
blieben, wurde die eine auf px 5,0, die 
andere auf px 8,0 iibertragen. Bei der nach 
Substratwechsel sofort vorgenommenen 
Zaihlung hatte die erste Kultur 524, die 
andere 457 Pyknidien. Schon nach 3 Std 
lieB sich eine Wirkung des neuen Substra- 
tes feststellen (Abb. 18): Die Zahl der Pyk- 
nidien hatte bei px5,0 um 7,44%, bei px8,0 
dagegen um nur 1,71% zugenommen. Nach 
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Abb. 18. Pyknidien- ( ) und 


Pseudothecienbildung (— — ) bei 
Wechselkulturen. 


weiteren 3 Std war der Unterschied noch gréBer geworden, und nach 
9 Std hatte bei py 8,0 die Pyknidienbildung vollstandig aufgehort. Bei 
pu 5,0 war sie nicht nur weitergegangen, sondern auch um ein Viel- 
faches gesteigert. Die Ausgangszahl der Pseudothecien war bei der auf 
px 8,0 tibertragenen Kultur 19, bei der anderen 16. Bei der fiir die Pyk- 
nidienbildung ungiinstigen Stufe von py 8,0 steigerte sich das Auftreten 
der Pseudothecien mehr als bei der weniger giinstigen. 
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Noch aufschluBreicher waren Versuche, bei denen der Nahrboden nichi 
nur einmal, sondern wiederholt gewechselt wurde. Auf eine ins Einzelna 
gehende Beschreibung des folgenden Versuchs kann verzichtet werden 
da die auf py 5,0 herangezogenen Kulturen mit dem gleichen Ergebnis 
wie im vorigen Versuch auf py 8,0 bzw. 5,0 tibertragen wurden. Daa 
Substrat beider Kulturen wurde dann aber noch einmal gewechselt, so 
daB sich die eine Kultur 3mal auf pg 5,0 befand (Abb. 19 links) und did 
andere zunichst auf py 5,0 herangezogen und dann iiber px 8,0 wieder aw 
px 5,0 tibertragen wurde (Abb. 19 rechts). Wahrend bei der ersten dieser 
beiden Kulturen dauernd neue Pyknidien mit nur wenig Pseudothecien ent! 
standen, begann nach dem zweiten Wechsel bei der anderen Kultur erneut 


Abb. 19. Photographische Wiedergabe zweier Wechselkulturen (nihere Erklirung im Text). 


die Pyknidienbildung. Doch unterschied sich das auf py 8,0 tibertragene 
Mycel ganz auffallig durch die Ausbildung sehr vieler Lufthyphen, die 
sich aber nur auf dem Teil der Kultur entwickelten, wo der Pilz unter 
dem Kinflu8 der alkalischen Nihrlésung gestanden hatte. Auf dieses sich bei 
alkalischer Reaktion bildende Luftmycel wurde schon auf 8S. 375 aufmerk- 
sam gemacht und ein Vergleich mit Hilfe der sich darin bildenden Chla- 
mydosporen vorgenommen. (Die Zahl dieser Chlamydosporen als Mafi 
fir die Dichte des Luftmycels zu verwenden, ist, wie wir jetzt wissen, 
nur deshalb bedingt zu verwerten, weil bei alkalischer Reaktion die Chla- 
mydosporenbildung an sich gesteigert ist.) 

Bei einer weiteren Kultur, die zunichst von pu 5,0 auf px 6,5 tiber- 
tragen wurde, ging die auf pq 5,0 begonnene Entwicklung noch einige 
Zeit weiter, ehe ein deutlicher EinfluB (36 Std nach dem Substrat- 
wechsel) zu erkennen war. Hierbei entwickelten sich erwartungsgemal 
sowohl Pyknidien als auch Pseudothecien in ziemlich groBer Zahl. Als 
die Kultur dann noch einmal auf px 8,0 tibertragen wurde, ging auch 
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dieses Mal die Entwicklung noch einige Stunden weiter, ehe die Wirkung 
der neuen py-Stufe sich in einem Aufhéren der Pyknidienbildung und 
eimer Verlangsamung der Pseudothecienentstehung zu erkennen gab. 
Dabei trat eine merkwiirdige ,, Umwandlung“ von Organen auf. Organe, 
die schon relativ weit entwickelt waren und ihrem ganzen Aussehen nach 
fiir Pyknidien gehalten wurden, stellten ihr Wachstum ein und ent- 
hielten spater Ascosporen. 

Auch der umgekehrte Fall wurde beobachtet. Bei einer Kultur, die 
von px 5,0 auf py 6,5, dann aber wieder auf px 5,0 tibertragen wurde, 
wuchsen aus den Pseudothecienanlagen Pyknidien hervor. Bei solchen 
Pyknidien waren noch nach ihrer vollkommenen Ausbildung seitlich 
dunkelgefarbte Reste des Pseudothecienstromas vorhanden. Als diese 
Kultur dann noch einmal auf px 8,0 iibertragen wurde, konnte weiter 
auBen wiederum die eben erwahnte Pseudothecienentstehung aus Pyk- 
nidienanlagen verfolgt werden. Dasselbe war auch der Fall bei einer 
Kultur, bei der das Substrat 3mal gewechselt wurde. Jedesmal trat die 
erwartete Reaktion ein (von py 5,0 auf pq 8,0, dann auf py 5,0 und 
wieder auf py 8,0). 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB der EinfluB der Konzentration 
der Wasserstoffionen auf die Ausbildung der Fortpflanzungsorgane so 
erheblich ist, daB beim Ubertragen ein und desselben Mycels 
auf eine andere py-Stufe sofort das fiir die betreffende Stufe 
charakteristische Verhaltnis von Pyknidien zu Pseudothe- 
eien hergestellt wird. Dabei wird sogar eine begonnene Ent- 
wicklung nicht nur nicht zu Ende gefiihrt, sondern an Stelle 
von Pyknidienanlagen entstehen Pseudothecien bzw. von 
Pseudothecienanlagen Pyknidien. 

In zahlreichen an den verschiedensten Objekten ausgeftihrten Unter- 
suchungen war immer wieder gefunden worden, da die Konzentration 
der Wasserstoffionen einen erheblichen EinfluB auf die vegetative Ent- 
wicklung von Pilzen hat. Die schon alte Erkenntnis, dafs Pilze im all- 
gemeinen mehr saures Substrat bevorzugen, konnte damit bestatigt 
werden. Unsere Wachstumsmessungen an Mycosphaerella pinodes fiigen 


sich in diesen Rahmen ein. 

Hine durch den HinfluB der Konzentration der Wasserstoffionen bewirkte 
Gestaltsinderung an Hyphen verschiedener Pilze wurde schon von WEHLBURG (1932) 
besonders an Ascochyta pisi und von Litty und Barnett (1947) bei Sordaria fimicola 
sowie SHarp und Smrru (1952) an Keimschlauchen der Teleutosporen von Puccinia 
coronata avenae beobachtet. Wiederholt wurde auch iiber eine Anderung des px- 
Wertes im Nahrboden durch wachsende Mycelien berichtet (Lupwia 1928, 
Wentsure 1932, GrrparpT 1952 u.a.). Listy und Barnerr (1951) stellten fest, 
daB bei Aspergillus rugulosus bei px 6—8 viele Perithecien und wenig Conidien, bei 
PH 34 keine Perithecien, aber viele Conidien gebildet werden. Dieselben Autoren 
fanden (1947), daB bei Sordaria fimicola bei px unter 6,5 keine Peritheci-n ent- 
stehen. Nach Rossrns und Scumirt (1945) ist auch die Zygosporenbildung von 
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Phycomyces blakesleeanus vom py-Wert abhangig. Keinen EinfluB auf die Organ: 
bildung stellten ARonnscu (1933) bei Neurospora sitophila und GIRBARDT (1952) bex 
Neurospora crassa fest, - 

AuBerordentlich deutlich dagegen ist das Verhalten unseres Pilzes; 
da jedes der drei Fortpflanzungsorgane anders reagiert. Diese Befunde 
erweitern unser Verstaéndnis tiber die Fruchtkérperbildung und es ist 
anzunehmen, daB eine solche Wirkung beim Vorkommen der Pilze im 
der Natur sowohl der Saprophyten als auch der Parasiten eine gewisse 
nicht zu unterschétzende Rolle spielt. Einen Hinweis auf das Bestehem 
solcher Beziehungen geben auch die Untersuchungen von WaARcuP (1951) 
uber die Verbreitung von Basidiomyceten. Sowohl das Auftreten ein 
zelner Arten als auch die Artenzahl selbst ist danach abhangig vom pg-Wert 
des Bodens. Die endgiiltige Klarung der Biologie eines parasitischem 
Pilzes an. Kulturpflanzen kann auch fiir die Resistenzziichtung neue 
MOglichkeiten erdffnen. 


Frl. M. HetitmutH mochte ich auch an dieser Stelle fiir ihre wertvolle Hilfe bet 
den Untersuchungen meinen herzlichen Dank aussprechen. 


Zusammenfassung. 


Die Ausbildung der verschiedenen Fortpflanzungsorgane von Myco- 
sphaerella pinodes ist von der Wasserstoffionenkonzentration der Nahr- 
losung abhangig. 

Fir die Pyknidienbildung ist saure Reaktion am giinstigsten. Pseudo- 
thecien entstehen optimal bei neutraler Reaktion. Alkalische Reaktions 
fordert die Ausbildung der Chlamydosporen. 

Bei Abnahme der Aciditiit tritt eine Verzigerung im Beginn der 
Organbildung auf. 

Je alkalischer das Medium wird, umso stirker wird die Bildung der 
Lufthyphen. 

Alle Fortpflanzungsorgane nehmen bei Abnahme der Aciditat ani 
GroBe ab. Zuriickzufithren ist diese Verkleinerung wahrscheinlich auf 
eine Abnahme der Lingen und Breiten der Zellen. 

Bei Abnahme der Aciditit tritt die Pyknidienphase spiiter auf, Nicht, 
so schnell verschiebt sich die Pseudothecienphase, so daB bei alkalischer 
Reaktion beide Phasen ineinander tibergehen. 

Bei saurer Reaktion treten wiihrend der Pseudothecienphase noch 
einmal Pyknidien auf. 

Aus Pyknidienanlagen kénnen sich bei plétzlicher Anderung der: 
Wasserstoffionenkonzentration Pseudothecien, aus Pseudothecienanlagen 
Pyknidien entwickeln. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 


Uber antibiotische Stoffe bei den Griinalgen 
Stichocoecus bacillaris und Protosiphon botryoides. 


Von 
RICHARD HARDER und ADOLF OPPERMANN. 


(Hingegangen am 24, Juli 1953.) 


Uber die Bildung antibiotischer Stoffe durch Bakterien, Pilze und 
hdhere Pflanzen liegt schon eine fast uniibersehbare Zahl von Mitteilun- 
gen vor. Ob auch Algen antibiotische Stoffe ausscheiden, ist nicht so 
haufig untersucht worden. Schon bei unseren Arbeiten tiber die Massen- 
kultur von Diatomeen und einzelligen Griinalgen (HARDER u. VON WITSCH 
1941, 1942) fiel uns auf, daf die Kulturen auch bei Durchblasen nicht 
sterilisierter und ungereinigter Luft tiberraschend artrein bleiben, so 
daB man ganz den Eindruck hatte, daB antibiotische Stoffe von den 
Algen ausgesondert wiirden. Bereits friiher, uns damals noch nicht be- 
kannt, hat LerivrE (1937), wie aus seiner Publikation von 1952 (LE- 
FEVRE, JAKOB u. NISBET) hervorgeht, antibiotische Wirkungen gewisser 
Algen (z. B. Cosmarium) auf verunreinigende Bakterien in kinstlichen 
Kulturen beobachtet. LErEvRE und Mitarb. (1952) verweisen auch auf 
Beobachtungen von Lackey (1941), Lesage (1945) und FELLER (1948), 
aus denen auf antibiotische Wirkungen von Algen auf Bakterien und 
andere Organismen zu schlieBen ist. Uber das Vorkommen eines Anti- 
bioticums bei der Rotalge Corallina hat Haas (1950) berichtet. Sehr 
ausfiihrlich haben LEFkvrE, JAkoB und Nisper (1952) die gegen- 
seitige Beeinflussung von Algen durcheinander in vitro wie in natiir- 
lichen Gewiissern untersucht. Mit dem Problem ,,Wirkung von Alge auf 
Alge“ hat sich auch v. DENFFER (1948) griindlich befaBt und bei Nitz- 
schia palea ein als Mitosegift wirkendes Autotoxin gefunden. Auch die 
Untersuchungen von Prarr (1940, 1942) an Chlorella, die zur Aufdeckung 
des Antibioticums Chlorellin gefiihrt haben, gingen urspriinglich von 
Selbsthemmungen in Chlorella-Kulturen aus. Das Chlorellin und seine 
Wirkung in verschiedenster Richtung unter Einschlu8 von sogar Tier- 
versuchen ist dann von einer Gruppe amerikanischer Forscher in muster- 
giltiger Weise durchuntersucht worden (Pratt 1940, 1942, Prarr u. 
Fone 1940, Pratt, Danrets, ErreR, GuNNIsoN, KUMMLER, ONETA, 
Spornr, Harpin, MILNER, SMITH u. STRAIN 1944, SPoEHR 1945, SPOEHR, 
SmirH, StRaArN, MitNeR u. Harpin 1949). In Deutschland hat Kiosa 
(1949) aus griinen Algen (die Art bzw. die Arten wurden nicht bestimmt) 
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von Baumrinden ein gegen Staphylokokken, Streptokokken und Coli- 
bacillen, schwicher gegen Tuberkelbacillen, wirksames Antibioticum 
extrahiert. 

Experimenteller Teil. 

Stichococcus bacillaris Naeg. 397/1b1, Stichococcus mirabilis Lagerh. 
379/3, Hormidium Barlowi Pringsheim 335/la, Hormidium flaccidum 
A.Br. 335/2a, Coelastrum proboscideuwm Bohlin var. gracile Vischer 217/3 
und Protosiphon botryoides 731/1 wurden in einer Nahrlésung mit 0,15°/ 
Ca(NO,),, 0,03% MgSO, .7H,0, 0,06% KH,PO, und FeCl, in Spuren 
in 250 cm*-Rundkolben, in die 100 cm* Nahrlosung gegeben wurden, in 
absoluter Reinkultur geztichtet. Die Kulturen standen bei Zimmer- 
temperatur in der Nahe des Fensters im diffusen Tageslicht. Nach 5- 
wochigem Wachstum wurde die Kulturlésung durch ein Membranfilter 
steril abfiltriert und im Vakuum bei 35°C auf ein Zehntel eingeengt. 
Die Filtrate zeigten im Lochtest keinerlei Wirkung auf Bacillus mycoides, 
Staphylococcus aureus, Bacterium coli und Pseudomonas pyocyanea. 

Um die Entwicklungsbedingungen fiir die Algen zu verbessern, wurden 
zwei von ihnen, namlich Stichococcus bacillaris und Protosiphon botryoides, 
folgendermaBen weiterkultiviert: Sie kamen in 1000 cm?-Rundkolben, 
die mit 1 Liter Nahrldsung nach SporuR, SmirH, STRAIN, MILNER und 
Harpin (1949), namlich 4,9¢ MgSO,.7H,0, 2,41 g KH,PO,, 2,53 g 
KNO, und 0,0013 g FeSO, .10H,O in 1000 cm® aqua bidest. (px 5,8), 
gefiillt waren und nicht im Tageslicht, sondern bei kiinstlicher Dauer- 
belichtung (in 30cm Abstand von einer wassergekthlten 1000 Watt- 
Birne) aufgestellt wurden. In die Kolben wurde durch ein bis zum Boden 
gehendes Glasrohr ein standiger Strom von steriler Luft eingeblasen, 
wodurch nicht nur die Gasversorgung gut war, sondern auch das Absetzen 
der Algen am Grunde des Kolbens verhindert wurde. Das Wachstum 
war erheblich besser als in den nicht beliifteten Tageslichtkulturen. 


Nach dreiwéchiger Kultur wurden die Algenzellen wieder durch ein 
Membranfilter steril von der Lésung abfiltriert und diese anschlieBend 
im Vakuum bei 35° C auf ein DreiBigstel ihres Volumens eingeengt. Die 
wasserklaren Loésungen wurden beim Einengen gelblich und bekamen 
eine dlartige Konsistenz; ihr pu-Wert sank dabei bei Stichococcus auf 4,7 
und bei Protosiphon auf 5,2. 

Beide Lésungen erwiesen sich im Lochtest als antibiotisch wirksam 
gegen grampositive wie gramnegative Bakterien, wobei die Stichococcus- 
Flissigkeit einen stérkeren Effekt zeigte als die von Protosiphon. Die 
zur Kontrolle ebenfalls auf ein DreiBigstel eingeengte frische Nahrlésung, 
die nicht mit Algen beimpft worden war, zeigte keine Hemmwirkung 


1 Die Kulturen stammen aus der Sammlung von E. G, PRINGSHEIM; die Num- 


mern hinter den Namen sind die Sammlungsbezeichnungen. 
Q7* 


a 
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auf die Testbakterien. Beide Algenstoffe wirkten nur bakteriostatisch, 
nicht baktericid. Auf Pseudomonas pyocyanea iibten beide Lésungen | 
nach anfiinglicher Wachstumshemmung spiter sogar eine wachstums- | 
fordernde Wirkung aus. 


Tabelle 1. Hemmung von Testbakterien im Lochtest durch das eingedickte Filtrat von 
Stichococcus aureus und Protosiphon bacillaris. 


Hemmzonenbreite (mm) u. Typus* 
Testbakterium 
Stichococcus Protosiphon 
Bacillus mycoides .. 1... « 9 H, 6 H, 
Staphylococcus aureus. . . . - 6 H, 2 Hy 
Baclervun cola” oe ae se = 7 H, 2H, 
Pseudomonas pyocyanea .. . 5 H, 1-H, 


Bei der Untersuchung des Chlorellins haben SPOEHR und Mitarb. (1949) 
Hemmungsringe bei Staphylococcus aureus bis zu 30 mm Breite erhalten; 
die Methodik war aber eine andere, so daB man die Zahlen nicht direkt 
mit unseren vergleichen kann. 

Die Ausbildung der Hemmzonen H, und H,, die keinen scharfen Rand 
haben, weisen darauf hin, daB die antibakterielle Wirkung nicht etwa auf 
die Bildung von H,0, zuriickzufiihren ist wie z. B. beim Notatin. Die 
Ansiuerung beim Einengen, starke Reduktionswirkung der Fliissig- 
keit, Gelblichwerden der Lésung beim Stehen an der Luft und der typi- 
sche, leicht ranzige Geruch der beiden Lésungen weisen darauf hin, daB 
in beiden ungesittigte Fettsiuren vorhanden sind, wie sie auch von 
SporsR und Mitarb. (1949) bei Chlorella als wirksame Komponente ge- 
funden worden sind. Bei Verwendung von unschwer zu beschaffenden 
Fettsiuren anderer Herkunft erhielt die SporHrsche Arbeitsgruppe 
gleichstarke antibiotische Wirkungen wie mit dem Chlorellin. Eine Ver- 
wendung der Chlorella-Ausscheidungen fiir die Praxis hat daher wohl 
wenig Aussicht, es sei denn, daB sie — die zweifellos aus einer Mischung 
verschiedener Stoffe bestehen — sich noch in anderen als den bisher 
durchuntersuchten Richtungen als wirksam erwiesen. Nicht anders 
diirfte es bei den Substanzen aus den Stichococcus- und Protosiphon- 
Kulturen sein, bei denen mindestens ein Teil der antibakteriellen Eigen- 
schaften wohl auch ungesiittigten Fettsiiuren zugeschrieben werden mub; 
es kénnten aber auch wohl noch andere Substanzen vorhanden sein. 


'OpPERMANN (1951) hat beim Lochtest 9 Typen von Hemm- bzw. Férderungs- 
zonen unterschieden, von denen hier H, und Hy, auftraten. Es bedeutet Hy: in der 
Nahe des Loches wachsen tiberhaupt keine Bakterien; in einiger Entfernung treten 
Kolonien auf, die mit zanehmendem Abstand vom Lochrand immer groBer werden. 
H,: auch direkt am Rande des Loches entwickeln sich Bakterienkolonien; sie 
bleiben aber zunichst klein und wachsen langsam, nach 2—3 Tagen sind sie dann 
aber groBtenteils nicht mehr gehemmt; diese Zone geht nach auBen allmahlich in 
das Gebiet mit normalem Wachstum iiber. 
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Zusammenfassung. 


In von Stichococcus bacillaris und Protosiphon botryoides bewachsenen 
Nahrldésungen lieBen sich nach Einengen im Lochtest antibiotische Stoffe 
gegen Bacillus mycoides, Staphylococcus aureus, Bacterium coli und 
Pseudomonas pyocyanea nachweisen. Sie wirkten bakteriostatisch, nicht 
bactericid und enthalten als wirksame Komponente wahrscheinlich un- 
gesattigte Fettsaiuren. 
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(Aus den Botanischen Anstalten der Martin-Luther-Universitaét Halle a. d. Saale.) 


Zur Kenntnis der Ernihrungsphysiologie 
der Gattung Pilobolus. 


Von 
HORST LYR. 


Mit 6 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 17. August 1953.) 


Seit 1949 befaBte ich mich auf Anregung von Herrn Prof. BupDER mit 
dem Studium der Sexualverhiltnisse in der Gattung Pilobolus. Dabei 
ergab sich, da nur Pilobolus crystallinus Tode ohne Schwierigkeiten 
zur Zygotenbildung zu bringen ist, was Krarozyk bereits ausfiihrlich 
beschrieben hat. Bei allen anderen Arten stief die Untersuchung der 
Sexualvorgange auf unerwartete Schwierigkeiten, da selbst bei gutem 
vegetativen Wachstum anfinglich keine Zygoten gebildet wurden. Sehr 
bald erwies sich, daB besondere Ernaihrungsanspriiche die Ursache fiir 
die mangelhafte Zygotenbildung waren. Vertreter der Gruppe von 
P. Kleinit konnten nur auf ungeklirtem PferdemistpreBsaft-Agar zur 
Kopulation gebracht werden, obwohl das Wachstum und die Trager- 
entwicklung auf geklairtem Agar als gut zu bezeichnen war. Der Boden- 
satz des PreBsaftes tibte eine starke, fordernde Wirkung auf die Zygoten- 
bildung aus. Eine sehr wesentliche Ausweitung des Problems brachte die 
Beobachtung, daB Bakterien die Zygotenbildung und das Wachstum der 
Pilobolus-Arten anzuregen vermégen. Um die Sexualvorgiinge besser 
verfolgen und sicherer reproduzieren zu kénnen, wurde die Ernahrungs- 
physiologie der Pilobolus-Arten eingehender studiert. 

Durch vergleichende Betrachtung einer gréSeren Zahl von Staimmen wurde ich 
auf einige Formen aufmerksam, die von den bisher beschriebenen Pilobolus-Arten 
abwichen. So gelang es, ein Parchen zu isolieren das sich von den sonst sehr ahn- 
lichen P. Kleinii-Stimmen in der Art der Zygotenbildung und in anderen Higen- 
schaften unterschied. Die neue Form wurde als P. gracilis Lyr beschrieben. Die 
Angaben von Pata iiber die Formenmannigfaltigkeit der Gruppen von P. Kleinii 
und P. sphaerosporus konnten bestatigt werden. Der von KRarczyK und anderen 
Autoren beschriebene P. crystallinus wurde P. crystallinus Tode subsp. typicus Lyr 
benannt, da noch ein anderer Vertreter von ,,P. crystallinus‘ gefunden wurde, der 
abweichende Merkmale aufwies und sich auch hinsichtlich der Zygotenbildung und 
Ernaihrungsphysiologie anders verhielt. Auf Grund ihrer ungleich groBen Sporen 
erhielt diese Form die Bezeichnung P. crystallinus Tode subsp. anisosporus Lyr 
(s. Lyk 1952, 1953; dort auch weitere Literatur). Fiir die vergleichenden ernahrungs- 


physiologischen Untersuchungen, deren erste Ergebnisse hier mitgeteilt werden 
sollen, wurden folgende Arten herangezogen: P. crystallinus Tode subsp. typicus, 
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P. crystallinus Tode subsp. anisosporus, P. gracilis Lyr, P. Kleinti v. Tiegh., P. 
sphaerosporus Palla und P. wmbonatus Buller. 


I. Das Wachstum yon Pilobolus auf verschiedenen Nihrbéden. 

Vertreter der Gattung Pilobolus sind als ausgesprochene Ernahrungs- 
spezialisten bekannt. Versuche, sie auf synthetischen Nahrbéden oder auf 
_den sonst tiblichen Substraten zu kultivieren, sind bisher stets geschei- 
tert’. Die umfangreichsten Untersuchungen tiber die Ernahrungsphysio- 
_logie einiger Pilobolus-Arten stellte bisher BerRsa an. Seine Ergebnisse 
_sollen spater noch besprochen werden. 

Da von Anfang an die Vermutung bestand, da8 vor allem der Mangel 
an besonderen vitaminartigen Substanzen das Wachstum von Pilobolus 
begrenzt, wurde nicht — wie es Bersa hauptsichlich getan hatte — die 
Wirkung chemisch reiner Substanzen untersucht, sondern es wurden 
komplexe Nahrbdden verschiedener Typen herangezogen. Auch BERSA 
hatte mit komplexen Nahrbéden seine besten Erfolge erzielt. Neben dem 
HinfluB der Nahrboden auf das Wachstum wurde auch ihre Wirkung auf 
die Sexualrekation gepriift, wozu mehrere Pilobolus-Arten vergleichs- 
weise herangezogen wurden. Besondere Aufmerksamkeit widmete ich 
Heuextrakten, die bereits mehrfach als wachstumsfordernd fiir Pélo- 
bolus beschrieben worden sind (KRAFozyK, R. SCHNEIDER, LyR). 


a) Malz-Pepton-Agar. 

Malz-Pepton-Agar, wie ihn KrarczyK verwandt hat (4°, Malz und 
0,5% Pepton), erwies sich als recht giinstig fir P. crystallinus Tode 
subsp. typicus Lyr, der darauf Trager und Zygoten bildet; freilich nicht so 
iippig wie auf gutem Mistagar. Recht gut wachst darauf auch Pilobolus 
umbonatus Buller mit zahlreichen Tragern und dichtem Mycel, das unter 
dem Mikroskop aber sparrig aussieht. P. gracilis Lyr hingegen zeigt nur 
schwaches Wachstum, bildet kaum Trager und nie Zygoten. Kbenso ver- 
halten sich die Kleinii-Stimme. Fiir Kopulationsversuche mit letzteren 
Arten ist dieser Nihrboden also unbrauchbar. 

Ersetzt man das Pepton durch die gleiche Menge Asparagin, so wird 
das Wachstum zwar nicht aufgehoben aber verschlechtert. Auch die 
Trager- und Zygotenbildung von P. crystallinus wird eingeschrankt. Es 
sind aber im Malz noch Stoffe vorhanden, die wenigstens ein maBiges 
Mycelwachstum ermoglichen. 


b) Méhrensaft. 
Verwendet wurde ein Gemisch von Mohrensaft mit etwas Fruchtsaft, das ohne 
Konservierungsmittel zubereitet im ,,Reformhaus‘‘ erhaltlich war. Mit Agar 
versetzt, ergab das Gemisch einen guten Nahrboden fiir Phycomyces und Sporodinia. 


1 Kine Ausnahme machten die Erfahrungen Krarozyks, der fiir das Wachstum und 
die Sexualreaktion von Pilobolus crystallinus Tode Malz-Pepton-Agar giinstig fand. 
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Die Pilobolus-Arten wuchsen darauf nur sehr kiimmerlich. Das Mycel 
war spirlich und sparrig, die Hyphen waren vacuolisiert und mit OL 
tropfchen erfiillt. Weder Trager noch Zygoten wurden gebildet. 


c) Méhrensaft mit Mistdekokt. 


Besseres Wachstum konnte erzielt werden mit einer Mischung von 
Mohrensaft und geklirtem Pferdemistdekokt zu gleichen Teilen. }- 


Phycomyces entwickelte sich darauf sehr kraftig. P. crystallinus wuchs mit 
sehr dichter, geschlossener Hyphenfront, bildete einen deutlichen Hemmungsraum, 
mehrere Gametangien und einige wenige Zygoten. Die Hyphen waren auffallend 
dick und kraftig orangerot. Nach 9 Tagen setzte die Bildung von Gemmen ein; 
viele Trophocysten wurden zu Gemmen umgebildet. Die Tragerentwicklung war 

ering. 
A Auch P. gracilis wuchs dicht mit kraftigem Mycel. Die Hyphen waren ebenfalls 
sehr dick und carotinreich. An mehren Stellen wuchs das Mycel so dicht, da8 
makroskopisch als gelber Filz zu erkennen war. Nach 9 Tagen bildeten sich viele’ 
Gemmoidtrophocysten, die sich nicht weiter entwickelten. Trotz des dichten Myce 
wachstums erfolgte keinerlei Zygotenbildung. 


Mohrensaft vermochte also mit Mistdekokt das Mycelwachstum zu 
begiinstigen, enthielt aber keine Stoffe, die die Zygotenbildung anregten. 


d) Pflaumensaft. 


45 g entkernte Trockenpflaumen wurden in 100 cm® dest. Wasser unter Zusatz 
von 2% Agar sterilisiert. Nach dem Sterilisieren wurde der pq-Wert von 3,5 auf 
6,5 eingestellt. 


P. crystallinus und P. gracilis keimten auf diesem Substrat nicht. 
Sporodinia grandis hingegen wuchs darauf ausgezeichnet und _ bildete 
reichlich Zygoten. 


e) Reiner ,,S“*-Agar (Grundnihrlésung). 


Fiir alle weiteren Versuche mit Extrakten und ahnlichen Zusitzen wurde eine 
Grundnahrlésung von folgender Zusammensetzung verwandt (S-Agar): 3% Glu- 
cose; 0,1% Asparagin; 0,05% MgSO,; 0,1% KH,PO,; 0,1% K,HPO,; 2% Agar. 
Diese Zusammenstellung entspricht etwa der, die ScHorrer 1934 fiir Phyco- 
myces verwandt hatte. Fiir meine Zwecke wandelte ich sie etwas ab, indem ich 
statt 10% Glucose nur 3% nahm und durch den Phosphatpuffer den fiir Pilobolus 
optimalen py-Wert von 6,5—7 einstellte. Diese Mischung hatte sich bereits bei dor 
Kultur anderer Mucorineen bewihrt und erméglichte bei entsprechenden Vitamin- 
zusitzen ein optimales Wachstum von Phycomyces, Rhizopus, Pilaira, Chaetocla- 
dium, Mucor und Thamnidium. 

Stickstoff- und Kohlenstoffquellen sind in dem Medium wahrscheinlich supra- 
optimal vorhanden. Phycomyces benétigt z.B. (nach Mosmr) einen maximalen 
Glucosezusatz von 1%. 

Es besteht kein Grund zu der Annahme, da8 andere Mucorineen in ihren quanti- 
tativen Anspriichen wesentlich verschieden sind. Man kann daher diesen synthe- 
tischen Nahrboden, der in Zukunft mit dem Buchstaben 3S abgekiirzt werden 
soll, als véllig ausreichend in Bezug auf die Kohlenstoff- und die Stickstoffmenge 
bezeichnen, 
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Auf einem Nahrboden dieser Zusammensetzung vermag keine der 
ntersuchten Pélobolus-Arten zu wachsen. Manchmal tritt sparliche 
Keimung ein, die im wesentlichen durch die in den Sporen enthaltenen 
Nahrstoffe und Wuchsstoffe bedingt ist. Gelegentlich werden an den 
diinnen Hyphen kleine Trophocysten angelegt, die sich aber nicht weiter- 
entwickeln. Von allen Pilobolus-Arten keimt P. sphaerosporus am 
leichtesten. Das Bild ist das gleiche, wenn man Phycomyces auf syn- 
thetischem Nahrboden ohne Vitaminzusatz wachsen 1a8t. Durch ver- 
schiedene Zusiitze wurde nun versucht, fehlende Substanzen — seien es 
Wirkstoffe oder akzessorische Nahrstoffe — zu erganzen. 


f) Pfifferlingsdekokt. 


_ 7g frische Pfifferlinge wurden in 70 cm? dest. Wasser aufgekocht. Es entstand 
eine klare, gelbliche Flissigkeit mit dem typischen aromatischen Pfifferlingsgeruch. 
Diese wurde dekantiert und 20 cm? Dekokt zu 100 em? ,,S“‘ zugesetzt. P. crystallinus 
P. umbonatus und P. sphaerosporus keimten sparlich mit diinnen, zarten Hyphen, 
die ihr Wachstum bald einstellten. P. gracilis war iiberhaupt nicht gekeimt. 

Es war praktisch kein Unterschied gegeniiber der Kontrolle mit reinem 


S-Agar festzustellen. 


g) Phycomyces-Dekokt. 

Eine 14 Tage alte Phycomyces-Kultur auf synthetischem Nahrboden mit Aneu- 
rin-Zusatz wurde aufgekocht und 20 cm? Dekokt zu 100 cm’ ,,S“ zugefiigt. 

Das Ergebnis war das gleiche wie im vorigen Versuch. Um sicher zu 
gehen, da® der MiBerfolg nicht auf einer zu niedrigen Konzentration des 
zugesetzten Dekoktes beruhte, wurde noch folgender Erginzungsversuch 
angesetzt : 


Fine 21 Tage alte Phycomyces-Kultur wurde in der Kulturfliissigkeit aufgekocht, 
Mycel und Trager abfiltriert und zum Filtrat die Salze des synthetischen Nahr- 
bodens und 2% Agar zugegeben. Nach dem Sterilisieren wurde der Nahrboden 


mit Pilobolus beimpft. 

Das Ergebnis entsprach etwa dem des vorigen Versuches. Nur P. 
sphaerosporus hatte die Platten diinn durchwachsen, ohne aber Tropho- 
eysten zu bilden. Nur um die Impfstelle war das Mycel dichter. Chaeto- 
cladium und Pilaira anomala durchwucherten dicht die Schalen. Phyco- 
myces enthalt demnach keine durch einfaches Aufkochen extrahierbaren 
Substanzen, die auf Pilobolus wachstumsférdernd wirken. 


h) Algendekokt. 


Eine Watte von Algen, hauptsichlich aus Cladophora und etwas Spirogyra be- 
stehend, wurde unter der Wasserleitung abgespiilt, das anhaftende Wasser durch 
Ausdriicken entfernt und die Algen 10 min in ,,S“-Agar aufgekocht. Die Algenreste 
wurden iiber Glaswatte abfiltriert. Der Agar war leicht griimlich gefarbt. 

Nach 18tagiger Kulturdauer ergab sich folgendes Bild: P. crystallinus 
war nicht gekeimt. P. wmbonatus 2cm um die Impfstelle licht aus- 
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gewachsen und P. gracilis hatte wenige lange Hyphen und sofort 
Gemmen gebildet. P. sphaerosporus hatte die Platte ganz diinn durch 
wachsen, ohne Trophocysten zu bilden. Chaetocladium, das auf reinem *} 
nicht wachstumsfahig ist, hatte die Platten relativ dicht tiberzogen. 


i) Leberdekokt. 


15g frische Kaninchenleber wurden in 100 cm* dest. Wasser 45 min gekocha 
und 20 cm der klaren, gelblichen Briihe zu 100 cm? ,,S‘‘-Agar zugesetzt. Der Nahri 
boden wurde 10 min bei | atii sterilisiert. 

P. umbonatus wachs mit carotinreichen Hyphen relativ dicht 0,5 em 
um die Impfstelle. P. crystallinus war nicht gekeimt und P. sphaerosporua 
hatte die Platte sparlich durchwachsen. Pilaira und Chaetocladium ent 
wickelten sich hingegen sehr iippig. 

k) Hefedekokt. . 


10 g Backerhefe wurden mit 200 cm® Leitungswasser aufgekocht, filtriert unc 
1 cm’ vom Filtrat zu 100 em’ S zugesetzt. Der Nahrboden wurde darauf im Auto: 
klaven sterilisiert. 

P. crystallinus keimte sparlich mit vacuolisierten Hyphen; ebensc 
P. gracilis, der sofort Gemmen bildete. Die gleiche Wirkung hatte ein 
Zusatz von 20 cm? Hefedekokt. 


l) Hefeextrakt. 


Um die wasserléslichen Extraktivstoffe der Hefe noch weiter zu konzentrieren. 
wurden 50 g Biackerhefe mit 200 cm* 70% igem Alkohol 7 Tage bei Zimmertempera- 
tur in einem verschlossenen Kolben stehengelassen. Darauf wurde der Alkohol 
dekantiert und im Vakuum abdestilliert. 100 em? S wurden mit 20 em? des nun- 
mehr waBrigen Extraktes versetzt. 


Nach 20tagiger Kulturdauer waren P. umbonatus und P. gracilis nicht 
oder nur mit wenigen Hyphen gekeimt. P. sphaerosporus war spirlich bis 
zu 2 cm ausgewachsen und hatte zahlreiche Gemmen gebildet. Demnach 
enthalten Hefedekokte oder alkoholische Hefeextrakte keine Stoffe, die 
auf Pilobolus wachstumsférdernd wirken. 


m) Extrakte von angekeimtem Weizen. 


30g Weizenkérner wurden mit 0,1%iger Sublimatlésung keimfrei gemacht, 
sorgfiltig gewaschen und in feuchten Schalen 48 Std ankeimen gelassen. Danach 
wurden sie mit 200 cm’ 70% igem Alkohol in der oben beschriebenen Weise kalt 
extrahiert. Ebenso wurde in Parallelyersuchen mit Weizenkérnern verfahren, die 
noch im trockenen Zustand im Mérser zerrieben wurden. 

Ferner wurde gekeimter Weizen, der im Licht aufgewachsen war und bei dem 
die Primirblitter gerade die Koleoptilen durchbrochen hatten, extrahiert; ebenso 
ein Weizen gleichen Alters, der im Dunkeln angezogen worden war. 


Kin Zusatz von 20 cm? der aus obigen Materialien gewonnenen wab- 
rigen Extrakte zu 100 em* § bewirkte nur spiirliches Wachstum von P. 
crystallinus, P. umbonatus und P. gracilis. 
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Unterschiedliche Wirkungen der einzelnen Extrakte konnten nicht mit 
Sicherheit festgestellt werden. 


n) Pferdeharn. 

Frischer Pferdeharn wurde zu gleichen Teilen mit dest. Wasser ver- 
diinnt und darin die Salze von ,,S*‘ aufgelést. Nach 20tagiger Kultur 
waren weder P. crystallinus noch P. gracilis gekeimt. An einigen Stellen 
wurde die Abscheidung von Kristallen im Agar beobachtet. Jedoch ist 
nicht anzunehmen, da} eine zu hohe Salzkonzentration der Grund fiir das 
negative Ergebnis war. Vermutlich handelte es sich um Carbonate, die im 
Harn von Pflanzenfressern in gré6Berer Menge anzutreffen sind. 

Durch das von mir angewandte Verfahren wurden nur die wasser- 
léslichen bzw. alkoholloslichen extrahierbaren Stoffe erfaBt. Es laBt sich 
daher noch nicht sagen, ob die untersuchten Materialien tiberhaupt keine 
fordernden Substanzen enthalten, denn solche konnen méglicherweise in 
gebundener Form vorliegen und sich erst nach fermentativem Abbau 
extrahieren lassen. 

Immerhin ist die vollige Unwirksamkeit von Hefe- und Leberdekokt, 
die eine Fiille der verschiedensten Nahr- und Wirkstoffe enthalten, sehr 
auffallig. Es bestatigt sich damit der Eindruck, den friihere Beobachter 
bereits gewonnen haben, daB Pilobolus ein ausgesprochener Ernahrungs- 
spezialist ist. 

0) Die Wirkung von Heuextrakten. 


Weitere Versuche in dieser Richtung hatten vor allem die Feststellung 
der Wirksamkeit von Heuextrakten zum Ziel. Bereits Krarczyk hatte 
auf die giinstige Wirkung von Heudekokten hingewiesen. SCHNEIDER und 
SrotL beobachteten, daB der Mist von Tieren, die wenig Griinfutter 
erhalten hatten, fiir die Pilobolus-Kultur schlecht geeignet war. Auch 
BerRsA erzielte seine besten Erfolge mit Weizenstrohextrakten. Zunachst 
galt es, diese Befunde zu bestatigen. 

Orientierende Versuche zeigten, da Dekokte von Roggenstroh 
mittleres bis miBiges Mycelwachstum von P. gracilis und P. Kleinin 
erméglichten. P. crystallinus, P. wmbonatus und P. sphaerosporus wuch- 
sen besser, ohne aber sehr iippig zu fruktifizieren. 

In gpiiteren Versuchen wurde hauptsachlich mit Heudekokten und 
Heuextrakten gearbeitet. 

Wie einige orientierende Versuche ergaben, ist die Verdiinnung des 
Nahrbodens (PferdemistpreBsaft) nicht ohne Hinflu8 auf das Wachstum 
der einzelnen Arten. P. longipes und P. Kleinii stellen die héchsten An- 
spriiche an die Konzentration des Substrates. Wesentlich anspruchsloser 
sind P. umbonatus und P. crystallinus subsp. typicus. Dadurch 1a8t sich 
vielleicht das unterschiedliche Vorkommen der einzelnen Arten auf Stall- 
mist bzw. Mist von Wild- oder Weidetieren erklaren. Letzterer ist durch 
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Regen und Tau starken Auswaschungen unterworfen, was man im Freien 
haufig beobachten kann. Es werden sich darauf bevorzugt Arten ent- 
wickeln, die keine so hohen Anspriiche an die Konzentration des Sub- 
strates stellen. 

In einer Versuchsreihe wurde die Wirkung verschiedener Zusatze zu 
geklirtem MistpreBsaft!-Agar untersucht. Als Zusitze benutzte ich Heu- 
dekokt, Pepton und Rohrzucker. Diese drei Substanzen hat Krarozyk 
als besonders zygotenfordernd fiir P. crystallinus beschrieben. Geprift 
wurde ihre Wirkung auf P. crystallinus subsp. typicus, P. gracilis und auf 
die Bastardreaktion zwischen P. crystallinus und P. gracilis. 

Aus Tab. 1 geht hervor, daB Wachstum und Zygotenbildung von 
P. crystallinus in allen Fallen besser sind als von P. gracilis. Kin Zusatz 
von Heudekokt verbessert stets das Mycelwachstum und die Zygoten- 
bildung. Pepton wirkt besonders zusammen mit Heudekokt fordernd. Ein 
Zusatz von 3°%, Rohrzucker ist giinstig fiir die Zygotenbildung von P. 
erystallinus, hat aber auf P. gracilis keine sonderliche Wirkung. Damit 
sind die Ergebnisse von Krarozyk fiir P. crystallinus bestatigt. Gleich- 
zeitig zeigt sich aber, daB sie nicht ohne weiteres auf P. gracilis iber- 
tragbar sind. 

Die Bastardreaktion wies deutlich den intermediiren Charakter auch 
in der Intensitat der Reaktion auf. Diese war stirker als die von P. 
gracilis, aber schwiacher als die von P. erystallinus. Der PreBsaft, der zu 
diesem Versuch verwendet wurde, war offenbar nicht besonders gut, so 
da8 P. gracilis kérnige und sparrige Hyphen bildete, wahrend P. cry- 
stallinus kaum beeinflu8t wurde. Es traten dadurch die Unterschiede 
zwischen den beiden Arten besonders deutlich zu Tage. 

Noch klarer wird das vorhin geschilderte Ergebnis in einerVersuchsreihe, 
in der dieWirkung von Heudekokten ohne Prefsaft gepriift wurde (Tab. 2): 


Tabelle 2. Die Wirkung von Rohrzucker und Pepton als Zusatz zu H: eudekokt auf die 
Zygotenbildung von P. crystallinus und P. gracilis. 


Heu + 3% Zucker 


Heudekokt Heu + 3% Zucker + 0,5% Pepton 
con ee be ee er eee 
P. crystallinus + bis ++ ++ cigs Base 

keine Kopulation | keine Kopulation zahlr. Kopulationen 
gut sichtbare 
Zygotenlinie 
P. gracilis - nicht gekeimt ++ 
keine Kopulation keine Kopulation 
keine Trager einige Trager 
P. crystallinus keine Kopulation | keine Kopulation mehrere Kopula- 
« P. gracilis tionen 


1 Im Folgenden stets als Pr bezeichnet. PrH bedeutet MistpreBsaft mit Zusatz 
von Heudekokt. 


410 H. Lyr: 


Besonders Pepton tibt also eine giinstige Wirkung aus, die fir 
crystallinus nicht aber fiir P. gracilis ausreicht, um zahlreiche Zygoter: 
zur Reife kommen zu lassen. Zusatz von Rohrzucker allein ist unter 
diesen Versuchsbedingungen fiir P. gracilis wie fir P. crystallinus iv 
gleicher Weise unwirksam. Offenbar ist er als Kohlenhydrat nicht der das 
Wachstum begrenzende Minimalfaktor. 


»S* + Pepton. 

Um die Wirkung des Peptons allein zu priifen, wurde zu dem syn 
thetischen Grundnahrboden ,,S‘‘ 1°/ Pepton zugegeben. Gegentiber der 
Kontrolle mit ,,S‘‘ allein war eine Verbesserung des Wachstums feststell 
bar. P. crystallinus durchzog mit diinnem Mycel die Platte und bildete 
einige Trager. P. gracilis und ein P. Kleinii-Stamm erzeugten nur Gem- 
men und Gemmoidtrophocysten. Zygoten wurden nicht gefunden. Ein 
Zusatz von Pepton allein vermag also nicht, eine einigermaBen normale 
Entwicklung auszulésen. 

In der Absicht, den iiblichen klaren PrH fiir Kopulationityaaae 
brauchbarer zu machen, setzte ich 3°, Pepton hinzu. Das Ergebnis war 
zwar ein sehr dichtes Mycelwachstum, aber keinerlei Trager oder Zygo- 
tenbildung bei P. Kleinii. Sehr auffallend war dabei, da etwa nach 
20 Tagen angelegte Trophocysten und Gemmen mit enorm dichtem 
Mycel auszukeimen begannen, das in sehr dichter Front ganz langsam 
weiterwuchs. Makroskopisch machten diese Stellen den Eindruck von 
Penicillium-Mycelien. Spater wurden auch noch einige Trager gebildet. 

Pepton scheint demnach nicht geeignet zu sein. die Zygotenbildung in 
der Kleinii-Gruppe zu fordern. Seine Wirkung beschriankt sich offenbar 
mehr auf die Férderung des Mycelwachstums. 


»S< + Heudekokt. 


Zusatz von Heudekokt zu ,,S“ erméglicht ein geringes Wachstum, 
dessen Intensitat von der zugesetzten Menge des Dekoktes abhingig ist. 
Die gleiche Wirkung besitzt eine Abkochung von frischem Gras. Es 
miissen also fordernde Substanzen auch im Gras vorhanden sein. 

Das steht in einem gewissen Widerspruch zu den Befunden von SCHNEIDER, 
die durch Zerreiben von frischem Gras und Zusatz eines waBrigen Extraktes davon 
zu Pferdemist keine Férderung des Wachstums von P. Kleinii feststellen konnte. 


Wabhrscheinlich diirften methodische Unterschiede die Ursache fiir die abweichenden 
Ergebnisse sein. 


Nachdem durch diese Vorversuche die férdernde Wirkung von Heu- 
dekokten eindeutig klargestellt war, konnte daran gedacht werden, die 
im Dekokt in sehr verdiinnter Form enthaltenen Stoffe irgendwie an- 


zureichern. Zu diesem Zwecke bediente ich mich der Extraktion von Heu 
mit 70° igem Alkohol. 
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Der erste Versuch in dieser Richtung war ein Fehlschlag. Ich hatte folgendes 
erfahren angewandt: Zerkleinertes Heu wurde mit 70%igem Alkohol 2 Std auf 
70° C erhitzt, die gelbgriin-braune Fliissigkeit abfiltriert und der Alkohol im Wasser- 
bad abdestilliert, was etwa 4 Std dauerte. Der waBrige Riickstand war eine rot- 
braune, triibe Fliissigkeit, die einen flockigen Niederschlag enthielt. Letzterer 
wurde abfiltriert. Kine synthetische Nahrlésung zur Halfte mit diesem Heukonzen- 
trat versetzt, erméglichte keinerlei Wachstum. P. gracilis keimte nicht einmal. In- 
wieweit die Erhitzung der alkoholischen Lésung eine Minderung der Aktivitat mit 
sich bringt, konnte durch spatere Versuche nicht eindeutig klargestellt werden. 

In diesem Zusammenhang ist eine andere Beobachtung beachtenswert. Bei einer 
Extraktion von altem Heu, das sicher schon tiber 4% Jahr oder linger gelagert 
hatte, erhielt ich nicht wie sonst tiblich eine griine, sondern eine braune alkoholische 
Lésung. (Die Extraktion erfolgte auf kaltem Wege nach dem anschlieBend zu be- 
schreibenden Verfahren.) Das Wachstum auf einem solchen Heuextrakt war gegen- 
tiber einem, der von frischem Heu hergestellt worden war, sehr schlecht und die 
Tragerbildung gering. Es scheint demnach wahrend der Lagerung des Heus ein 
Verlust an aktiven Substanzen einzutreten. Hine ahnliche Beobachtung machte 
Bersa an seinen selbsthergestellten Xylanpraparaten. 

Ob der oben beschriebene Mif®erfolg auf der Verwendung von zu altem Heu 
beruhte, kann leider nicht mehr festgestellt werden. 


Fiir spaitere Versuche wurde folgendes Extraktionsverfahren an- 
gewendet: 

20 g lufttrockenes Heu werden in einem Kolben mit 500 cm® 70% igem Athyl- 
alkohol eine Woche bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Danach wird die intensiv 
griin gefarbte Lésung abfiltriert und der Alkohol im Vakuum abgedampft. Die 
Losung wird dabei nicht tiber 40° erwarmt. Der wibrige Riickstand ist griinlich 
gefarbt, enthalt einen triiben, flockigen Niederschlag und ist nunmehr gegen Kochen 
und Erhitzen im Autoklaven stabil. Die waBrige Lésung soll in Zukunft kurz als 
HE“ (Heuextrakt) bezeichnet werden. Ihre Herstellung ist in allen Versuchen die 
gleiche. 

Nachdem Vorversuche die Brauchbarkeit dieses Extraktes erwiesen 
hatten, wurde in einer Versuchsreihe die Wirkung von HE auf das 
Wachstum und die Zygotenbildung folgender Pilobolus-Arten gepriift: 
P. crystallinus Tode subsp. typicus Lyr, P. gracilis Lyr, P. Klein v. 
Tiegh. (Stimme VI und XIV,), P. sphaerosporus Palla, P. umbonatus 
Buller und P. crystallinus Tode subsp. anisosporus Lyr. Die beiden letzt- 
genannten Arten kénnen in Tab. 3 zusammengefaft werden, da sie sich 
grundsatzlich gleich verhielten. Zugleich wurde die Menge des zugesetzten 
HE variiert, um die Wirkung von steigenden HE-Konzentrationen fest- 
zustellen. 

Als Grundnahrboden wurde der iibliche synthetische Agar (5) verwandt. 
Trockengewichtsbestimmungen von verschiedenen Heuextrakten ergaben ein durch- 
schnittliches Gewicht an Trockensubstanz von 0,3 g je 10 cm® Heuextrakt. Dieser 
Mittelwert ist bei den Angaben in der Tabelle zugrunde gelegt. 

Aus Tab. 3 lassen sich mehrere bemerkenswerte Einzelheiten heraus- 
lesen. Steigende Zusiitze von HE bewirken eine deutliche Verbesserung 
des Mycelwachstums bei allen Arten. Damit parallel geht eine Steigerung 


412 


Tabelle 3. Die Wirkung von Heuextrakt in verschiedenen Konzentrationen auf 
Wachstum einiger Pilobolus-Arten. 


HE-Zusatz zu 
100 cm* § 
(Trockengew.) 


(0 g) 


0,5 em’ 
(0,015 g) 


1 cm? 
(0,03 g) 


2 cm? 
(0,06 g) 


4 cm? 
(0,12 g) 

8 cm? 
(0,24 g) 
16 cm? 


(0,48 g) 


32 cm3 
(0,96 g) 


P. crystallinus 


0 bis + 
5 
keine Zygoten 


mehrere 
Zygoten 
+++ 
42 
erkennbare 
Zygotenlinie 


+++ 


schwache 
Zygotenlinie 
++4++ 
180 
deutliche 
Zygotenlinie 
++++ 
79 
kraftige 
Zygotenlinie 


Mycel- 
durchmesser 


4cm 
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P. gracilis 


0 bis + 
1 


1—2cmMycel 


img um 
Impfstelle 


a? 
16 
keine 
Zygoten 


=p 
20 
keine 
Zygoten 
+++ 
65 
keine 
Zygoten 
+++ 
118 
keine 
Zygoten 


3 Zygoten 


+4+4++ 
bis 
+4+4+4++ 
223 
keine 
Zygoten 


Mycel- 
durchmesser 
3,5 cm 


P. Kleinii VI 
und XIV, 


0 
0 
kaum 
gewachsen 


keine 


++ 


keine 


keine 
Zygoten 


nicht 
gekeimt 


P. sphaerosporus 


++ bis +++ 


+++ 


++4++ 
161 


++4++ 
221 


t+ +++ 
0 
Mycel- 
durchmesser 


5cm 


P. umbonat 
und anisospar 


++4+ 
0 
deutliche 
Zonierung 
++++ 
0 
sehr 
deutliche 
Zonierung 


++4++ 
0 
Mycel- 
durchmesse 
4,5 cm 


Zeichenerklirung: 0 = kein Wachstum, 0 bis + = ganz sparliches Wachstum, 
+ = schwaches Wachstum, + + = maBiges Wachstum, +++ = mittleres Wachstum, 
+++-+ = gutes Wachstum, +++ ++ = sehr gutes Mycelwachstum. — Die Zahlen 
bedeuten abgeschossene Sporangien. Versuchsdauer 18 Tage. — Das subjektive Ver- 
fahren zur Messung des Mycelwachstums muBte angewandt werden, da die Pilobolus- 
Arten in Flissigkeitskulturen nur so sparlich Mycel bilden, daB Myceltrockengewichts- 
bestimmungen mit der nétigen Genauigkeit kaum durchgefiihrt werden kénnen. 
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der Sporangienproduktion. (Von P. wmbonatus und anisosporus sei ZU- 
nachst abgesehen.) Die Zahl der Trager erreichte bei P. crystallinus subsp. 
typicus mit einem HE-Zusatz von 8 cm? und bei P. gracilis, P. Kleinia 
und P. sphaerosporus mit 16 cm? ihren Héchstwert. Eine weitere Ver- 
doppelung des HE-Zusatzes bewirkte bei allen Arten eine charakteristi- 
sche Veranderung des Wachstums. Die Dichte des Mycels nahm weiterhin 
stark zu, so dai enorm dichte Mycelareale entstanden, die fast an die 
Wuchsform von Penicillium erinnerten. Die Hyphen lagen eng neben- 
einander und waren relativ diinn. Zugleich war die Wachstumsgeschwin- 
digkeit sehr verringert, so da die Mycelien bei einem HE-Zusatz von 
32 cm? nach 18 Tagen den Rand der Perri-Schalen nicht erreicht hatten, 
sondern Areale von den in der Tabelle angegebenen Durchmessern 
bildeten. Gleichzeitig war die Bildung von Tragern stark eingeschrankt. 

Es laBt sich daraus erkennen, daB ein Zusatz von HE iiber ein be- 
stimmtes Maf hinaus die fordernde Wirkung verliert und eine eigen- 
tiimliche Hemmung des Gesamtwachstums bewirkt. 

Ferner ist aus Tab. 3 zu ersehen, da8 nur P. crystallinus subsp. typicus 
auf diesem Nahrboden ziemlich reichlich Zygoten bildet, wahrend P. 
gracilis nur in einem Falle drei kleine Zygoten hervorbrachte und die 
beiden Kleini-Stimme VI und XIV, tiberhaupt nicht sexuell reagierten. 
Heuextrakt wirkt demnach nicht unmittelbar fordernd auf die Zygoten- 
bildung der Kleinii-Gruppe. 

Vollig abweichend in ihrem Wachstumsmodus verhalten sich P. wm- 
bonatus und P. crystallinus subsp. anisosporus. Diese erzeugten bei allen 
HE-Konzentrationen praktisch keinerlei Sporangientrager, sofern die 
Kultur vollig bakterienfrei war. Unter dem Mikroskop betrachtet, sah 
ihr Mycel sparrig aus und war von vielen kleinen hellgelben Oltrépfchen 
erfiillt, was dem Mycel makroskopisch eine gelbe Farbe verlieh. Ferner 
trat eine charakteristische Wachstumsweise auf, die sich bei hoheren 
HE-Konzentrationen immer stirker auspragte. Es traten konzentrische 
Kreise um die Impfstelle herum auf. Diese Erscheinung wurde bereits 
bei der Kultur anderer Mucorineen beobachtet (vgl. Kean) und ist wohl 
in diesem Falle als die Reaktion des Pilzes auf ein ungiinstiges Substrat 
anzusehen. Gelegentlich wurden diese Kreise von einem Kranze von 
Trophocysten gebildet, die aber nie — wenigstens nicht innerhalb eines 
Monats — zu Tragern auskeimten. 

Zieht man P. umbonatus in Flissigkeitskulturen unter Verwendung von S + 4% 
HE als Nahrboden, so beobachtet man prinzipiell die gleiche Erscheinung wie auf 
Agar-Platten. Das Mycel wird in der Flissigkeitskultur etwas dichter, dafiir erreicht 
es meist nur einen Durchmesser von 2—3 cm. Die Hyphen sind sehr carotinreich. 
Innerhalb eines Monats werden keinerlei Trager gebildet. Erst nach langerem Auf- 
bewahren setzt plétzlich eine starke Trophocystenbildung ein und fast den ganzen 
folgenden Monat hindurch werden taglich mehrere Dutzend Sporangien ab- 


geschossen, so daB am Ende der Vegetation tiber 1000 abgeschossene Sporangien an 


; 9 
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den Glaswiinden haften. Eine experimentell gestiitzte Erklarung dieses Phanomens 
ist vorlaufig noch nicht méglich; daher will ich nicht naher darauf eingehen. 

Eine weitere Beobachtung an Heuextrakt-Kulturen soll noch mit- 
geteilt werden. In dem Agar, dem eine gewisse Menge HE zugesetzt 
worden ist, sind regelmafBig kleine Flocken von intensiv dunkelgriiner 
Farbe zu finden. Offenbar handelt es sich um einen lipoidartigen Korper, . 
der beim Abdampfen des Alkohols als Niederschlag ausgefallen ist. Von) 
diesen Flocken geht eine starke Forderung des Mycelwachstums von) 
Pilobolus aus (Abb. 1). In der Niihe befindliche Hyphen geben ihre ur-- 
spriingliche Wachstumsrichtung auf und suchen auf dem _ kiirzesten) 
Wege in die Flocke hineinzuwachsen. Nach einiger Zeit verzweigen sich} 


Abb. 1. Chemotropische Anziehung der Hyphen von P. erystallinus subsp. typicus durch einen 
Tropten des lipoiden Niederschlages im Heuextrakt. 


die Hyphen darin sehr iippig und bilden in der Umgebung ein dichtes 
Mycel. Sehr haufig werden in der Niihe des Niederschlages zahlreiche 
Trophocysten und Triiger gebildet. Die Zygotenbildung wird nicht ge- 
fordert. Wie spatere Versuche ergaben, diirfte jedoch nicht den lipoiden 
Substanzen selbst die Wachstumsforderung zuzuschreiben sein. Even- 
tuell ist an Abbauprodukte des Chlorophylls zu denken. 


»S + HE + Hefeextrakt. 

Um zu priifen, ob dem vorhin beschriebenen Hefeextrakt eine zu- 
siitzliche Wirkung auf das Wachstum oder die Zygotenbildung zukommt, 
wurden zu 100 cm? 8 + 8 em? HE noch 20 em? Hefeextrakt zugesetzt. 
Ks konnte aber kein Unterschied gegeniiber den Kontrollen beobachtet 
werden. 

Ks ist noch fraglich, ob die Kohlenhydrat- und Stickstoffquellen der 
synthetischen Grundnahrlésung ,,S‘‘ iiberhaupt ausgenutzt wurden. 
Kin Zusatz von 8%, HE erméglichte P. crystallinus ein fast ebenso gutes 
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Mycelwachstum mit ,,S‘‘ wie ohne Beigabe von ,,S‘*. Das ist verstiand- 
lich, da der Heuextrakt in seiner ungereinigten Form sicher noch ver- 
schiedene Nahrstoffe enthalt. Eine Wachstumssteigerung mit ,,S“ ist 
hur zu erwarten, wenn die durch die synthetische Nahrlésung gebotenen 
Nahrstoffe den begrenzenden Faktor darstellen wiirden. Das ist offenbar 
nicht der Fall. Vielmehr scheinen es die im HE enthaltenen Wirkstoffe 
zu sein, die die Intensitit des Wachstums bestimmen, 


II. Die Wirkung verschiedener Vitamine auf das Wachstum 
und die Zygotenbildung einiger Pilobolus-Arten. 

Da es sich als sehr wahrscheinlich erwiesen hat, daB nicht Nahrstoffe, 
sondern vitaminartige Korper fiir das Wachstum von Pilobolus von 
entscheidender Bedeutung sind, lag es nahe, die Wirkung von synthe- 
tisch dargestellten Vitaminen zu untersuchen!. 


Fir die Untersuchungen wurden Flissigkeitskulturen benutzt. Als 
Grundnahrmedium diente wiederum ,,S‘‘. Versuchsdauer 14 Tage. Als 
Versuchsobjekte wurden P. crystallinus, P.umbonatus und daneben 
Pilaira anomala und Chaetocladiwm Brefeldi verwandt. Das Ergebnis 
ist aus Tab. 4 ersichtlich. 

Das fiir die Pilobolus-Arten vollig negative Ergebnis machte es tiber- 
fliissig, die Vitamine noch in anderen Konzentrationen zu untersuchen. 


Tabelle 4. Wirkung verschiedener Vitamine auf P. crystallinus, P. wmbonatus, 
Pilaira anomala und Chaetocladium Brefeldi. 


| 


Sh ae Pilaira Chaetocladium | P. crystallinus | P. umbonatus 

8 y/em? Inosit. .... . 0 | 0 | 0 0 
4 y/em? p-Aminobenzoe- | | 

SALOU wot CAN re bs cathe = 0 0 0) 
4 y/em® Nicotinsaure- | 

ANIONS eect nc, Leesa 4 fe 0 bis + 0 0 
4 y/cm® B, (Pyridoxin) . ie 0 bis + 0 0 
4/cm® Pantothensaure | + O bis + 0 0 
4 y/cem? B, (Thiamin). . qe ++ bis +++ 0 0 
alle Vitamine zusammen 

in obiger Konzentration = = +++4 | seatp e | 0 | 0 


Die Zusiitze von 4y je Kubikzentimeter waren schon so reichlich be- 
messen, daB sich bei einer eventuellen Wirksamkeit ein Wachstumseftekt 
hatte zeigen miissen. Nur Vitamin B, wurde noch eingehender geprift 
und in verschiedenen Konzentrationen zu geklirtem Prefsaft zugesetzt. 


1 Dies wurde erméglicht durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn 
Professor Moruss, der mir einige der wichtigsten Vitamine in reiner Form zur Ver- 
fiigung stellte. Ich méchte an dieser Stelle Herrn Professor Motuss vielmals dafiir 


danken. 
28* 
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Es zeigte sich aber keinerlei Einflu8 auf das Wachstum und die Zygoten-. 
bildung von P. erystallinus und P. gracilis. Ebenso unwirksam war das 
Vitamin K, das in Form des wasserléslichen Praparates ,,Hemodal™ 
verwandt wurde. In Konzentrationen von 0,1—35y je Kubikzenti-. 
meter iibte es keinerlei fordernde Wirkung aus. Orientierende Versuche 
mit Ascorbinsiiure ergaben ebenfalls keine Verbesserung des Wachs- 
tums. 

Wenn auch die gepriiften Vitamine allein véllig wirkungslos auf Pilo- 
bolus waren, so war es immerhin denkbar, daB sie gegebenenfalls zu- 
sammen mit anderen, unbekannten Stoffen fordernd auf das Wachstum 
oder die Zygotenbildung von Pilobolus einwirkten. Um diese Frage zu 
entscheiden, wurden zu 100 cm*,,S‘ mit 8 cm* HE alle vorhandenen 
Vitamine in der oben angegebenen Konzentration zugesetzt. Nach 
20tagiger Kulturdauer konnten bei P. crystallinus, P. gracilis und P, 
umbonatus keinerlei Unterschiede gegeniiber der Kontrolle (100 em ,,S* 
+ 8 cm? HE) festgestellt werden. 

Thiamin, Pyridoxin, Inosit, para-Aminobenzoesaure, Pantothen- 
siure, Nicotinsiureamid und Vitamin K iiben also keinen fordernden 
EKinfluB auf das Wachstum der untersuchten Pilobolus-Arten aus. Auch 
kommt ihnen keine akzessorische Wirkung auf einem HE-Nahrboden 
zu. Irgendeine Vermehrung der Zygotenbildung konnte nicht beob- 
achtet werden. Die Tragerbildung von P. wmbonatus und P. crystallinus 
subsp. anisosporus auf HE wird nicht gefordert. 


III. Bestimmung einiger Eigenschaften der unbekannten Substanzen. 

Von allen untersuchten Naturstoffen hatten sich nur Heuextrakte 
und MistpreBsaft als giinstig fiir das Wachstum von Pilobolus erwiesen. 
Um einige Aussagen tiber die Natur der von Pilobolus benétigten Sub- 
stanzen machen zu kénnen, war es notwendig, ihre wichtigsten Eigen- 
schaften festzulegen. Da es sich bei Pilobolus offenbar nicht nur um 
einen, sondern um mehrere Wirkstoffe handelt, k6nnen auf diese Weise 
vorerst nur die Gesamteigenschaften dieser Stoffe erfaBt werden. Eine 
Trennung der einzelnen Komponenten wurde noch nicht versucht. 


Hitzebestindigkeit. 

Auf jeden Fall miissen alle von Pilobolus bendtigten Substanzen 
hitzebestiindig sein; wobei ich unter ,,hitzebestiindig ein Ertragen von 
Temperaturen bis etwa 130°C verstehe. Die Naihrbéden iiberstanden 
solche Temperaturen beim Sterilisieren im Autoklaven ohne EinbuBe 
ihrer Aktivitaét. Allerdings waren sie einer derartigen Hitze gewohnlich 
nicht langer als 20 min ausgesetzt. Ob bei héheren Temperaturen oder 
bei langerem Erhitzen im Autoklaven eine Zerstérung der Substanzen 
eintritt, wurde bisher nicht untersucht, 
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Veraschung von HE. 


Ehe weitere Versuche unternommen wurden, muBte klargestellt 
werden, ob es sich bei Pilobolus um Wirkstoffe organischer oder an- 
organischer Natur handelt. 

Wenn auch letzteres von vornherein nicht sehr wahrscheinlich war, muBte es doch 
eimmal gepriift werden, zumal sich fiir mehrere Pilze eine Spurenelementwirkung hat 


nachweisen lassen. HE wurde in einem Porzellantiegel verascht, der Riickstand mit 
etwas verdiinnter Salzsiure aufgenommen und nach dem Neutralisieren zu ,,S“ 


gok 


zugefiigt. Bei allen Arten war das Wachstum nicht besser als in den Kontrollen auf 
reinem ,,8“. 

Die fordernde Wirkung von HE war durch die Veraschung zerstért 
worden. 


Léslichkeitsverhdltnisse. 


Aus den Versuchen mit Heudekokten und Heuextrakten ging bereits 
hervor, da8B die fraglichen Substanzen — oder wenigstens ein Teil von 
ihnen — wasserloéslich und léslich in 70% igem Alkohol sein miissen. 
Durch die eigentiimliche Aktivitaét der lipoidartigen Flocken im Heu- 
extrakt war es notig zu priifen, ob nicht doch noch fettlésliche Faktoren 
eine Rolle spielen. 

Zu diesem Zweck wurde trockenes Heu mit Petrolather extrahiert, der Extrakt 
etwas eingedampft. Der von dem Lésungsmittel befreite, fettige Riickstand wurde 
zu einem Gemisch von ,,S“ und Heudekokt zugegeben. Dadurch konnte aber keine 
Foérderung des Wachstums von Pilobolus erzielt werden. Auch eine Kombination der 
fett- und wasser- bzw. alkoholléslichen Extraktivstoffe des Heus lieB keine Wirkung 
des fettléslichen Anteils erkennen. Das mit Petrolather behandelte Heu wurde an- 
schlieBend mit Wasser ausgekocht und hatte die gleiche fordernde Wirkung wie un- 
behandeltes. 

Somit diirfte feststehen, da die fettloslichen Extraktivstoffe des Heus 
ohne Bedeutung fiir das Wachstum von Pilobolus sind. Die Forderung 
durch die lipoiden Troépfchen im Heuextrakt ist wahrscheinlich dadurch 
zu erkliren, daB& beim Ausfallen dieser Flocken aktive Substanzen ad- 
sorbiert und mitgerissen wurden. Vermutlich besitzen die aktiven Sub- 
stanzen des Heuextraktes lipophile Gruppen, die eine solche Adsorption 
begiinstigen. 

Da im PferdemistpreBsaft noch weitere Stoffe vorkommen, die im 
Heu nicht enthalten sind, muften auch sie auf Fettléslichkeit gepriift 
werden. Zu diesem Zwecke wurde der Bodensatz eines Prefsaftes 
vorsichtig eingedampft und anschlieBend mit Petrolither behandelt. 
Die Lipoidfraktion wurde zu ,,S‘ mit etwas Heudekokt zugesetzt. 
Sie zeigte keine Wirkung auf P. crystallinus, P. gracilis und P. umbo- 
natus. 

Es ist daher anzunehmen, daB alle von den untersuchten Pilobolus- 
Arten bendtigten Stoffe wasserléslich sind. 
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Einwirkung von Séuren und Laugen. 

Vorversuche ergaben, daB ein kiirzeres Aufkochen von PrH?, der mit! 
HCl auf py | oder mit NaOH auf px 12 gebracht worden war, keine irre- 
versible Veranderung der Wirkstoffe zur Folge hatte. Fir die Kultur 
war ebenso wie in den folgenden Versuchen jeweils der optimale px- Wert, 
der nach Krarczyk bei 6,5—7 liegt, wieder eingestellt worden. Anders: 
wurden die Ergebnisse, wenn man PrH mit so viel Salzsiure oder Natron- 
lauge versetzte, daB eine 0,06 normale Losung entstand und diese 5 min 
bei 1 atii im Autoklaven erhitzte. P. crystallinus, P. sphaerosporus und 
P. umbonatus keimten nur mit ganz kurzen Hyphen, die ihr Wachstum 
sofort einstellten. Der Nahrboden war durch diese Behandlung fiir die 
Pilobolus-Kultur unbrauchbar geworden. Es ist anzunehmen, dah die 
fiir Pilobolus wichtigen Stoffe (oder einer von ihnen) durch Hydrolyse 
zerstort wurden. 

Um zu priifen, ob nicht durch die Behandlung irgendwelche hemmen- 
den Stoffe entstanden seien, wurden einige Platten mit Prlaira und 
Chaetocladium beimpft. Pilaira anomala wuchs sowohl auf PrH (Lauge) 
als auch auf PrH (Siéure) sehr gut und bildete viele Trager. Auch Chaeto- 
cladium wuchs gut an, durchwucherte aber die Platten nur zu zwei 
Dritteln. Besonders dicht war das Wachstum um die Impfstelle. 


Dabei machte ich eine interessante Beobachtung. Chaetocladium Brefeldi war auf 
einige Platten geimpft worden, auf denen vorher Pilobolus nicht angewachsen war. 
Nach drei Wochen war das Luftmycel zusammengefallen und vielleicht schon ab- 
gestorben. Dafiir begann Pilobolus plétzlich auszuwachsen. P. crystallinus bildete 
noch 50 Trager. P. sphaerosporus durchwuchs fast die ganze Schale mit mabig 
dichtem Mycel, ohne aber Trager zu bilden. Als seine Hyphen die Peripherie der 
Schale erreichten, in der Chaetocladium nicht mehr gewachsen war, bogen sie um und 
wuchsen in die Mitte zurtick. In allen Schalen, die nicht mit Chaetocladium beimpft 
worden waren, war Pilobolus nicht gekeimt. Diese Vorginge wurden auf PrH (Lau- 
ge) beobachtet. Auf PrH (Saéure) war keine Férderung durch Chaetocladium fest- 
zustellen. Offenbar kann der durch Hydrolyse zerstérte Wirkstoff von Chaetocladium 
unter gewissen Bedingungen resynthetisiert werden. 


Wirkung von Wasserstoffsuperoxyd. 

Versetzte man geklirten PreBsaft mit soviel Wasserstoffsuperoxyd, 
daB eine 0,1°,ige Loésung entstand, so war nach kurzem Aufkochen 
keine Verminderung der Qualitit des Substrates zu bemerken. Erst bei 
einer Verdoppelung der zugesetzten H,O,-Menge wurde der Nihrboden 
inaktiviert. Kine gewisse Schwierigkeit bestand darin, méglichst alles 
Wasserstoffsuperoxyd zur Umsetzung zu bringen. Die Konzentration an 
Wasserstoffsuperoxyd, die nétig ist, einen PrH-Nahrboden zu inakti- 
vieren, liegt zwischen 0,15—0,2%,. Sie ist abhiingig von dem verwendeten 
PrH. Im Gegensatz zu Pilobolus vermag sich Pilaira auf einem solchen 


1 Vel. Anm. 1, 8. 409. 
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Substrat ausgezeichnet zu entwickeln. Vor der Behandlung mit H,O, 
mu der PreBsaft aufgekocht werden, da sonst Katalasen das Wasser- 
stoffsuperoxyd sofort zerlegen. 

HE 1a8t sich ebenfalls durch H,O, inaktivieren. Die Oxydation abt 
sich durch Reduktion mit H,S teilweise wieder riickgingig machen. 

Fir P.umbonatus erreichte der Nahrboden die friihere Aktivitit, 
wahrend das Wachstum von P. crystallinus und P. gracilis schlechter 
war als auf unbehandeltem HE. Demnach scheint ein Teil der bendtigten 
Stoffe reversibel oxydierbar zu sein. 


Adsorption an carbo medicinalis. 


Geklarter PrH wurde mit carbo medicinalis (Merck) behandelt; der 
Nahrboden wurde jeweils mit der Kohle kurz aufgekocht und die Kohle 
dann tiber eine Filternutsche abfiltriert. Bei Zusatz von 0,5 g zu 150 cm? 
PrH war das Wachstum unvermindert gut; mit 1,3°% Kohle trat aber 
schon eine deutliche Verminderung des Wachstums ein. P. wmbonatus 
begann wie auf HE zu wachsen, bildete zwar noch Trophocysten, aber 
diese wuchsen nicht mehr zu Tragern aus. Auch das Mycel von P. 
crystallinus wurde lichter, es wurden keine reifen Zygoten mehr ge- 
bildet. Die Kopulationen blieben auf einem frithen Stadium stehen. 
Trophocysten wurden zwar angelegt, keimten aber erst verspatet in 
geringer Zahl oder gar nicht zu Tragern aus. P. gracilis wuchs mafig, 
bildete Gemmen und Gemmoidtrophocysten aber keinerlei Zygoten. 
Bei Zusatz von 2° Kohle erlosch das Wachstum der Pilobolus-Arten 
fast vollkommen: Mycel wurde nur ganz spirlich gebildet, die Hyphen 
waren zum Teil vakuolisiert und mit Oltrépfehen erfiillt; Trager oder 
Zygoten wurden nicht mehr entwickelt. Daraus ist zu schlieBen, dab 
mindestens einer der Wuchsstoffe von der Kohle adsorbiert worden ist. 
Versuche, die Substanz zu eluieren, wurden noch nicht unternommen. 

Gegen eine mégliche Oxydation des Stoffes durch die Kohle spricht 
der Ausfall des folgenden Versuches. Eine Mischung eines PrH, der 
durch H,O, oxydiert worden war, mit einem PrH, der mit Kohle be- 
handelt wurde, ergab ein besseres Wachstum als jede der beiden Kom- 
ponenten. Demnach kann der oxydable Stoff nicht mit dem adsorbier- 
baren identisch sein. Tab. 5 gibt eine Ubersicht tiber diese Versuche. 


Tabelle 5. Kombination von oxydiertem PrH mit solchem, der mit carbo medicinalis 
behandelt worden war. 


| pro +1,5% 0.0, | PrH+4%C | PrH (H,0,) + PrH (C) 
a Te ee ee a eS 
P. crystallinus . . | +++ | Obis + +++ 

| 290 | 0 430 

| wenig Zygoten | 0 mittlere Zygotenbildung 
P. umbonatus. . . | +++ 0 bis + ++4+ bis +++++ 

| 20 | 0 200 
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Leider hatte die H,O,-Konzentration nicht ausgereicht, um das Sub- 
strat vollstandig zu inaktivieren. Dennoch ist eine deutliche Verbesserung 
der Tragerbildung durch die Kombination der beiden Nahrbéden fest- 
zustellen. Die Unterschiede in der Zygotenbildung von P. crystallinus 
sind leider nicht zahlenmaBig zu erfassen gewesen, da der Nahrboden 
durch die H,O,-Behandlung zu triibe geworden war. 


Adsorption an Aluminiumox yd. 


Anreicherung an Al,O, (Schering) nach den Methoden der chromatographischen 
Adsorptionsanalyse schlug fehl. 


Pepsinbehandlung von Prefsaft. 


Von besonderer Bedeutung fiir das optimale Wachstum von Pilobolus 
Kleinvi hatte sich der bereits mehrfach erwahnte ungeklirte PreBsaft 
erwiesen. Mehrere Beobachtungen zeigten, daB vor allem dem Boden- 
satz — also den festen Partikeln — eine starke Wirksamkeit zukommt. 
Werden sie z. B. durch Filtrieren mit einer CHAMBERLAND-Filterkerze 
entfernt, so ist der Nahrboden fiir Kopulationsversuche mit P. Kleinii 
unbrauchbar. Bei mikroskopischer Betrachtung des Bodensatzes konnten 
keine besonderen Strukturen wahrgenommen werden. Heu- oder Stroh- 
partikel waren in ihm kaum enthalten. Wahrscheinlich besteht der 
Bodensatz hauptsachlich aus Bakterien und anderen Organismen der 
normalen Darmflora des Pferdes. 


Tabelle 6. Wirkung einer Pepsinandauung von Pferdemistprepsaft auf das Wachstum 
einiger Pilobolus-Arten. 


, Satz‘ | ss | | Satz-Pepsin‘ | , Fl-Pepsin‘* 
P. crystallinus | +++ bis ++++ 0 |+++bis++++}] + bis +4 
/ 250 0 300 48 
mehrere 0 deutliche 0 
| Zygoten Zygotenlinie 
UP NOTACHAG een cla +++ 0 +44 + bis ++ 
230 0 200 0) 
| 
PeUmoonaius . % o)--4se bis eh | 0) b+++ } ++++ 
180 0 130 5 


Mit Hilfe von Pepsin wurde versucht, die im Bodensatz (,,Satz‘‘) 
enthaltenen Wuchsstoffe freizusetzen. Aus Tab. 6 ist eine deutliche 
Forderung durch die fliissige Phase nach der Pepsinandauung (,,FI- 
Pepsin’) ersichtlich. Durch die Pepsinbehandlung ist offensichtlich ein 
Teil der im Bodensatz gebundenen Wuchsstoffe frei geworden, der dann 
in Losung gehen konnte und in der fliissigen Phase nachweisbar war. 
Die Wirkung des festen Sedimentes ist sowohl vor (,,Satz‘‘) wie nach 
der Pepsinbehandlung (,,Satz-Pepsin‘‘) sehr stark. Es wurde durch das 
Pepsin nur ein kleiner Teil der Wuchsstoffe freigesetzt. Das Wachstum 
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uf dem ,,Fl-Pepsin‘‘-Nahrboden erinnerte an das auf HE. Von den 
rocken des Sedimentes, das sich nicht vollig gleichmiBig tiber die 
latten verteilt hatte, ging eine starke Aktivitat aus. Die Sporangien- 
rager bildeten sich fast ausschlieBlich in unmittelbarer Nahe dieser 
umpchen. Das Mycel von P. wmbonatus wuchs an diesen Brocken so 
icht, wie es sonst nur unter der Einwirkung gewisser Bakterien be- 
obachtet wurde. Pepsin allein hatte keine merkliche Wirkung. 

Aus diesen Beobachtungen geht hervor, daB die von Pilobolus Kleinii 
benotigten Wuchsstoffe zum groBen Teil in gebundener Form vorkommen 
und durch Pepsinbehandlung nur teilweise freigemacht werden kénnen. 


IV. Die Bedeutung der Pentosane fiir das Wachstum von Pilobolus. 

Da Bersa zu dem SchluB kam, daB besonders Pentosane fiir das Wachstum von 
Pilobolus Kleinii von Bedeutung seien, war es erforderlich, diesen Stoffen einige 
Beachtung zu schenken. Bei einer kritischen Durchsicht der Ergebnisse von Brrsa 
tauchten jedoch Zweifel an der Berechtigung dieser Hypothese auf. Es kénnen an 
dieser Stelle die Ergebnisse von Brrsa nicht im einzelnen diskutiert werden. Zu- 
sammenfassend ]a8t sich sagen, daB alle seine Ergebnisse mit der Annahme eines 
besonderen Wirkstoffbedarfes von Pilobolus zwanglos zu erklaren sind. 

Interessant ist noch eine kurze Mitteilung von Brersa, wonach ein Xylan- 
Praparat, das im Sommer 1928 hergestellt worden war, gegentiber einem solchen aus 
dem Friihjahr 1929 an Nahrwert abgenommen hatte. Allein schon diese Beobach- 
tung ist mit der Annahme, da Pentosane die entscheidenden Nahrstoffe seien, 
unvereinbar. Sie deckt sich aber mit unseren Befunden, die eine Abnahme der 
Aktivitat bei gelagertem Heu ergeben hatten. Gegen Pentosane als unentbehrliche 
Nahrstoffe spricht ferner die leichte Lislichkeit der im Heu und Stroh enthaltenen 
aktiven Substanzen. Brrsa selbst fand, daB die im Weizenstroh vorkommenden 
fordernden Stoffe leicht loslich sind. 


Um zu priifen, ob tatsachlich die im Heu enthaltenen Pentosane eine 
Wirkung auf das Wachstum von Pilobolus auszutiben vermégen, setzte 
ich folgenden Versuch an: 

Zerkleinertes Heu wurde im Soxleth mit 70%igem Alkohol erschépfend extra- 
hiert. Der vom Alkohol befreite Extrakt zeigte die iibliche Férderung der Pilobolus- 
Arten. Die extrahierten Heupartikelchen wurden fiir sich in S-Agar aufgeschwemmt, 
dieser sterilisiert und mit dem Heu zu Platten ausgegossen. Diese wurden mit 
P. umbonatus, P. crystallinus und P. gracilis beimptt. 

Die Pilze wuchsen nur ganz sparlich wie auf reinem 8°. Die Heu- 
teile tibten keinen Einflu8 auf das Wachstum aus. 

Um die mégliche Anwesenheit von Pentosen bzw. Pentosanen im 
extrahierten Heu und in den Heuextrakten nachzuweisen, benutzte ich 
die Phloroglucin-HCl-Reaktion und den Nachweis mit Orein nach BIAu. 
Zugleich wurde auf reduzierende Substanzen mit Freniinescher Losung 
gepriift. In die Untersuchung wurde noch ein Heuextrakt einbezogen, 
der die Adsorptionssaule mit Al,O, passiert hatte (HE-Chromatographie). 
Tab. 7 zeigt den Ausfall der Nachweisreaktion bei den verschiedenen 


Extrakten. 
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Tabelle 7. Zusammenstellung der Nachweisreaktionen an verschiedenen Heuextrakten) 


HE (Chromato-| im Soxleth 


Nachweis mit: a graphie) extrahiertes Hev 


FEnLINGscher Lésung. positiv positiv nicht gepriift 
Orciny (naehe 6 cATy) eee eee ee negativ negativ positiv 
Phloroglucin und Salzsiure . .. . . negativ negativ | __—positiv 


Danach sind in den Heuextrakten weder Pentosen noch Pentosane 
in nennenswerten Mengen enthalten. Die Orcin-Reaktion ist sehr emp+ 
findlich und erfaBt noch 0,005%, Pentose. Demgegeniiber war die Reak~ 
tion der ausgelaugten Heubestandteile kraftig positiv, wie es zu erwartent 
war, da Pentosane durch 70° igen Alkohol nicht extrahierbar sind. 


Somit diirfte feststehen, das weder Pentosen noch Pentosane die fiin 
das Wachstum von Pilobolus entscheidenden Substanzen sind. Ob die 
Pilobolus-Arten imstande sind, Pentosane abzubauen und deren Spalt- 
produkte fiir ihre Ernihrung zu verwerten, wenn ihnen gleichzeitig die: 
notwendigen Wuchsstoffe geboten werden, laBt sich vorlaufig nicht: 
sicher entscheiden und miiBte erst’ 
gesondert untersucht werden. Des- 
gleichen bediirfen die Angaben 
Bersas beziiglich der Verwertbar- 
keit der anderen Nihrstoffe einer 
neuen Untersuchung. 


V. Die Wirkung von Bakterien 
auf das Wachstum von Pilobolus. 

Wie an anderer Stelle bereits 
ausfithrlich geschildert (LyR 1952, 
1953), hatten nicht na&her  be- 
stimmte Bakterien eine Sexual- 
reaktion zwischen den Kleinii- 
Stimmen VJ und X/V, hervor- 


Abb. 2. Mycelf6rderung von Pilobolus dureh = ny: Ve . J 
Rakierien 7. gerufen. Kine Férderung des My- 


celwachstums oder der Tropho- 
cystenbildung durch diese Bakterien, die ich mit Z bezeichnet habe, 
war nicht festzustellen. Die Reinkultur dieser Bakterien, die aus Pferde- 
mist isoliert worden waren, ist nicht gelungen. Es konnten daher mit 
ihnen keine weiteren Versuche unternommen werden. 


Sehr frith fiel bei der Durchsicht verunreinigter Platten eine zweite 
Bakterienart auf, die die vorlaufige Bezeichnung V erhielt. Ihre Wirk- 
samkeit erstreckt sich vor allem auf das Mycelwachstum. Wuchsen die 
Hyphen eines Pilobolus in eine solche Bakterienkolonie hinein, so ver- 
zweigten sie sich darin sehr tippig und bildeten in der Umgebung der 
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| -olonie ein dichtes Hyphengeflecht (Abb. 2). P. crystallinus und P. gra- 
lis bildeten unter dem Hinflu8 der Bakterien mehr oder weniger zahl- 
eiche Trophocysten (Abb. 3). Eine Anregung der Zygotenbildung von 


on ries 


Abb. 3. Trophocystenbildung von P. crystallinus typicus unter dem fordernden Hinflufs der 
Bakterien V. 


P. gracilis oder der Kleinii-Stimme durch Stamm V konnte nicht fest- 
gestellt werden. Bei P. crystallinus bewirkten die Bakterien hingegen 
neben einer Wachstumssteigerung auch eine Vermehrung der Zygoten- 
bildung. Ahnlich wie Stamm V wirkten noch andere Bakterien, die aber 


nicht genauer untersucht wur- 
den. Ferner isolierte ich aus 
Pferdemist einen weiteren Bak- 
terienstamm (U), der weniger 
stark auf die Mycelbildung, da- 
fiir umso tippiger auf die Trager- 
bildung fordernd wirkte(Abb. 4). 
Ein besonderer Einflu8 auf die 
Zygotenbildung konnte auch 
hier nicht bemerkt werden. 
Eine vierte Bakterienart (Y) 
fiel dadurch auf, daB sie die Tra- 
gerbildung von P. umbonatus 
auf einem HE-Agar stark for- 
derte. Wie Abb. 5 zeigt, hatten 
sich die Bakterien zufallig nur 
iiber einen Sektor der Agarplatte 


ab 


Abb. 4. Férderung der Mycel- und Tragerbildung 
von P. gracilis auf PrH durch die Bakterien U. 


und des Mycelareals von P. umbonatus ausgebreitet, wahrend der tibrige 
Teil bakterienfrei war. In dem Bakteriensektor entwickelte P. umbonatus 
zahlreiche Sporangientrager, was er sonst auf HE-Agar nicht zu tun 
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pflegt. Insgesamt wurden in dem Bakteriensektor, der hochstens eiii 
Viertel der Platte einnahm, 138 Trager gebildet und auf der ganzer 
tibrigen Platte nur 5. Das Mycel sah in dem geforderten Sektor wesent 
lich gesiinder aus und hatte keine Oltrépfehen in den Hyphen. 

Die Kultur der einzelnen Bakterienstaémme erwies sich leider als recht schwierig 
da sie auf synthetischen Nahrbéden tiberhaupt nicht und auf anderen oft nu 
schlecht wuchsen. Die Erforschung ihrer Wirkungen auf Pilobolus wurde dadurel: 


behindert. Ein Teil der Bakterien war nicht dauernd in Kultur zu bringen unc 
wuchs nach der 2. oder 3. Passage nicht mehr an. 


Abb. 5. Sektoriale Férderung von P. wmbonatus durch die Bakterien Y auf HE-Agar. 


In Tab. 8 ist eine Zusammenstellung der Wirkung der einzelnen 
Bakterienarten auf drei verschiedenen Nahrbéden gegeben. 


Als vollig wirkungslos erwies sich ein aus menschlichen Faeces iso- 
lierter Stamm von Bacterium coli, den mir freundlicherweise das Hygieni- 
sche Institut zur Verfiigung stellte. 


Wie frither geschildert wurde, ist das Wachstum auf einem Weizen- 
und Pfifferling-Agar normalerweise sehr schlecht oder praktisch gleich 
Null. Daher lassen sich hier die Wirkungen der Bakterien mit besonderer 
Deutlichkeit erkennen. Bemerkenswert ist, daB sich Unterschiede in der 
Wirkung der Bakterien auf verschiedenen Nahrbéden und gegentiber 
den einzelnen Pilobolus-Arten zeigen. 


Stamm V zeichnet sich besonders durch seine starke Mycelforderung 
aus. Er regt die Mycelbildung von P. crystallinus und P. gracilis auf 
Heuextrakt- und Weizenagar an. Dagegen ist er unwirksam gegentiber 
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verschiedenen Substraten. 
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abelle 8. Die Wirkung der einzelnen Bakteriensttimme auf drei Pilobolus-Arten auf 


Bakterien P. umbonatus | P. gracilis P. crystallinus 
3 U ae ae nicht gepriift 
= keine Zygoten 
a Zz ig t+ + +++ 
s %, nia * nicht gepriift 
a 8 | keine Zygoten 
2s | V 0 bis + Ope eae = 
1 ot | 
am | keine Zygoten | Zygotenforderung 
i Bact. coli 0 0 bis + 0 
0 0 0 
ee g U +4+4++4+4 + 0 
Se) ISS 0 0) 
a BS = me keine Zygoten keine Zygoten 
Seg § 4 Ea 0 0 
= oO i 
°ess 0 0 0 
S 2 8 a_i 
shag V 0 +++4+4+ +++ 
ato g 0 tte Boer 
keine Zygoten Zygotenférderung 
ene 
B23 bs 
esos +444 0 0 
= Ea’ gs Y 0 0 
gta S 
B tm 
a 
1 


Mit dem Symbol + sei wieder das Mycelwachstum bezeichnet, wahrend durch die 
Punkte die Intensitat der Tragerbildung dargestellt werden soll. (- = sehr wenige 
SEPAG EL Cs. = sehr iippige Tragerbildung.) Auf einem HE-Agar ohne Bakterien 
vermégen die Piloboli bekanntlich ganz gut zu wachsen. In die Tabelle wurde jedoch 
nicht dag Gesamtwachstum, sondern nur die speziellen Wachstumsforderungen 


durch die Bakterien aufgenommen. 


P. umbonatus. Bemerkenswert ist ferner die Tatsache, dai der Stamm V 
eine Zygotenbildung von P. crystallinus aut Weizenagar bewirkt. P. 
gracilis und P. Kleinii sind weder auf diesem noch auf anderen Sub- 
straten durch Stamm V zu einer vermehrten Zygotenbildung zu bringen. 
Der Einflu8 der Bakterien V macht sich bereits wenige Tage nach dem 
Aufimpfen auf eine Agar-Platte bemerkbar. Offenbar kann der aktive 
Stoff leicht abgegeben werden. 

Von sehr starker Wirksamkeit ist auch der Stamm U. Er fordert das 
Mycelwachstum und die Tragerbildung von P. wmbonatus auf HE- und 
Weizen-Agar. In einer solchen Bakterienkolonie entwickeln sich je nach 
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ihrer Ausdehnung oft 60—150 Sporangientrager je Tag, wahrend av 
der ganzen tibrigen Platte tiberhaupt keine gebildet werden. Der Kir 
flu& der Bakterien macht sich aber erst 10—14 Tage nach dem Aut 
impfen geltend und erreicht etwa nach 3 Wochen seinen Hohepunkt 
um dann einige Zeit unvermindert anzuhalten. Bei P. gracilis auBer 
sich die Kinwirkung der Bakterien U durch eine etwas gesteigerte Mycebk 
bildung und durch eine reichliche Sporangienproduktion. Eine Férderun; 
findet aber nur auf HE- oder PrH-Nahrbéden statt und nicht auf Weizent 
Agar. Gleiches gilt fiir P. sphaerosporus. Eine Anregung der Zygoten: 
bildung konnte in der Kleinii-Gruppe nicht festgestellt werden. 


Der Stamm Y ist nicht von so starker Wirkung wie die beiden vorigent 
Er ahnelt in seinem Verhalten dem Stamm U. Die Auslésung der Sport 
angientragerbildung bei P. wmbonatus durch den Stamm Y wurde schor 
ausfiihrlich beschrieben. Eine Wirkung auf P. gracilis ist zwar vorhanden: 
aber nicht sehr stark. 


Der zygotenfordernde Bakterien-Stamm Z ging, wie bereits mitgeteilt 
leider ein und konnte daher zu eingehenderen Untersuchungen nicht 
benutzt werden. 


Kine genaue Bestimmung der einzelnen Bakterien-Stiimme war mir 
unter den gegebenen Verhiltnissen nicht méglich. Im folgenden sollen 
nur die wichtigsten morphologischen und physiologischen Eigenschaften 
der einzelnen Formen beschrieben werden. Alle Arten sind zur Familie 
der Bacillaceen zu rechnen, da sie Sporen bilden. 


Stamm U. Morphologie der Einzelzelle: 1 1 breite und 1,5—2 u lange, plumpe, 
unbegeiBelte Stibchen, die Ketten von sehr verschiedener Lange bilden kénnen. 
KEndosporen meist endstandig, bewirken keine Auftreibung des Kérpers. Gram- 
positiv. — Form und Aussehen der Kolonie auf Heudekokt-Agar: Oberflache 
glinzend, dick, saftig, weiBlich-gelblich, matt durchscheinend. Rander lockig ge- 
wellt. — Wachstum gut auf PrH, Heudekokt, Leberdekokt. Kein Wachstum auf § 
und S + Hefedekokt. — Optimale Temperatur 30—37°. — Optimaler py-Wert 
7—7,5. (Chemische Leistungen siehe Tab. 9.) 

Stamm Y. Morphologie der Einzelzelle: 0,8—1 y dick und 2,7—4 ut lang. Endo- 
sporen mittel- oder endstiindig. UnbegeiBelte Stabchen zu Ketten von verschiedener 
Lange zusammengelagert. Grampositiv. — Aussehen der Kolonien (auf Heudekokt- 
Agar): Oberflache glinzend. Kolonie saftig, briunlich, durchscheinend. Das Innere 
vollig homogen, Rander glatt. Kolonien in Gelatine homogen braunlich, Rander 


glatt, oft mit wurzelartigen Auszweigungen. — Wachstum wie Stamm U. Kultur in 
synthetischen Medien auch mit Zusatz von verschiedenen Vitaminen, Casein, 
Nuclein und Albumin nicht gelungen. — Optimale Temperatur: 30—37°. — 


Optimaler py-Wert bei 7. 


Stamm V. Morphologie der Kinzelzelle : 0,6—0,9 tt dick, 2,5—3,5 uw lang. Sporen- 
bildende Staébchen 1,1 4 dick. Endosporen mittel- oder endstindig, bewirken. bis- 
weilen eine geringe Auftreibung des Stabchens. UnbegeiBelt. Grampositiv, wenig- 
stens in jungen Kolonien. — Aussehen der Kolonien (auf Heudekokt-Agar): Ober- 
flache glanzend, Kolonien braunlich, durchscheinend, in sich homogen, mit glattem 
Rand. Im Agar glattrandig, braun, breit linsenférmig. Aussehen auf PrH-Agar: 
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berflache glanzend, Kolonien weiB-gelblich, undurchsichtig, Rander glatt. 
achstum wie Stamm U aber nicht so kraftig. — Optimale Temperatur 30—37°. — 
ptimaler py-Wert bei 7. 


In Tab. 9 ist das Wachstum der Bakterienstiimme auf einigen in der 
akteriologie gebriiuchlichen Nahrbéden und die wichtigsten chemischen 
eistungen zusammengestellt!. 


abelle 9. Ubersicht iiber das Wachstum und die chemischen Leistungen der einzelnen 
Bacillus-Stimme. 


achstum in Lizpic- klare Flissigkeit, | Flissigkeit kaum |leichte Triibung, 
Bouillon (py 7,2) | schwacher, fest- | getriibt, Boden- | einzelne Flocken 
sitzender Boden- | satz leicht auf- 
| belag | wirbelbar 

Wachstum in Trauben- | wie oben wie oben wie oben 

zucker- Bouillon mit keine keine keine 

Garrohrehen Gasbildung! | Gasbildung! Gasbildung! 
Saurebildung in Trauben- 0 0 nach 3 Tagen 

zucker-Bouillon (px 7,2) | pu 6! 
Indolbildung in Trypsin- 

Bouillon (Kovacssches 

Reagens) 0 0 0 
H,S-Bildung | 0 | 0 0 
Gelatineverfliissigung 0 0 0) 
Verhalten in Lackmusmilch Milch Milch Milch 

unverandert unverandert unverandert 

Verhalten in Methylenblau- | keine keine keine 

milch | Entfarbung Entfarbung Entfarbung 
Saurebildung in Milch 0 | 0 O0—+ 
Farbstoffbildung | 0 0 0 


Nicht alle aus dem Pferdemist isolierten Bakterien wirkten fordernd 
auf das Wachstum von Pilobolus. Die meisten verhielten sich neutral. 
Einige hemmten sogar das Wachstum. Wenn jedoch durch eine auf- 
geimpfte Bakterienkolonie keine Wachstumsforderung erzielt werden 
konnte, so braucht das allerdings noch nicht zu besagen, dafs diese 
Bakterien keine fordernden Substanzen enthalten, sondern nur, da sie 
solche nicht nach auBen abscheiden. 

Die Wirkung von Darmbakterien auf Pilobolus soll noch Gegenstand 
weiterer Untersuchungen werden. 


1 Fiir eine Bestimmung oder gar Neubeschreibung reichen diese Angaben freilich 
nicht aus. Eine solche war schon aus Mangel an neuer Literatur nicht méglich. 
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VI. Diskussion des ernihrungsphysiologischen Verhaltens von Piloboluw 

Wenn auch die Untersuchungen iiber die Ernahrungsphysiologie mn 
den vorliegenden Ergebnissen noch nicht als abgeschlossen zu betrachtes 
sind, so soll doch versucht werden, die bisher bekannten Tatsachen miti 
einander in Einklang zu bringen. 

Von allen untersuchten Naturstoffen erwiesen sich allein Mistpreff 
sifte und Heuextrakte als giinstig fiir das Wachstum von Pilobolus. 
An Nahrstoffen verdient das Pepton einige Beachtung. Eine entscher 
dende Erweiterung unserer Kenntnisse von den ernahrungsphysiologi; 
schen Anspriichen dieser Pilzgattung brachte die Feststellung, dal, 
Bakterien das Wachstum und die Entwicklung der Pilobolus-Arten iii 
charakteristischer Weise beeinflussen. Die Diskussion der Ernahrungs: 
physiologie kann sich daher auf die eben genannten Faktoren be: 
schranken. 

Wie wir sahen, verhalten sich die einzelnen Arten hinsichtlich ihrer 
Anspriiche an das Substrat durchaus nicht einheitlich. Die bisher unter- 
suchten Pilobolus-Arten lassen sich in mindestens drei Gruppen aufteilen: 

Den ersten Typus stellt P. crystallinus subsp. typicus dar (Typus I)! 
Eine ihm ahnelnde Form wurde bisher nicht gefunden. Er ist offenbar 
der anspruchsloseste Vertreter. Zwar vermag auch er nicht auf rein 
synthetischen Nahrbéden zu wachsen, aber schon auf relativ einfachen: 
Nahrbéden wie Malz-Pepton-Agar oder Heuextrakt-Agar (HE) zeigt er 
eine normale und vollstaéndige Entwicklung, indem er auch Zygoten 
bildet. 

Typus IT wird durch P. wmbonatus und P. crystallinus subsp. aniso- 
sporus reprasentiert. Fiir diese Pilze sind die Stoffe des Heuextraktes, 
die ich mit dem Buchstaben A bezeichnen méchte, offenbar nicht aus- 
reichend fiir ein normales Wachstum. Auch eine Steigerung der HE- 
Zusitze vermochte keine Tragerbildung zu bewirken. Anscheinend fehlen 
dem Heuextrakt gewisse Wuchsstoffe, die von Typus II benétigt werden. 

Zu 'Typus IIT zihlen die restlichen Arten, also P. gracilis, P. Kleinii, 
P. sphaerosporus und moéglicherweise auch P. longipes. Die beiden letzten 
Arten sind aber noch zu wenig untersucht, als daB sich AbschlieBendes 
aussagen lieBe. 

Auch Typus IIT benotigt zu seinem Wachstum den Stoff (oder die 
Stoffe) A. Jedoch ist dieser ebenso wie bei Typus IT nicht fiir ein opti- 
males Wachstum ausreichend. Gewisse Befunde sprechen dafiir, daB der 
Wachstumsfaktor A durch Wasserstoffsuperoxyd zerstort werden kann. 

Fir die Férderung der Trigerbildung von Typus II und IIT scheint 
ein weiterer Stoff wichtig zu sein, den ich mit B bezeichnen méchte. 
Er kommt im MistpreBsaft und im Malz-Pepton-Gemisch vor und er- 
moglicht P. wmbonatus eine normale Sporangientriigerproduktion. Die 
Wirkung auf P. gracilis ist nicht so stark. 
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Die giinstige Wirkung von Pepton beruht wahrscheinlich in erster 
Linie auf dem Gehalt an Wuchsstoff A und weniger auf seinem Nihr- 
stoffgehalt. Dadurch wiirden sich auch die unterschiedlichen Ergebnisse 
von Krarczyk. einerseits und ScHoprer (1927) und Ronsporr (1931) 
andererseits erklairen lassen. 

Ob fiir den Typus IT mit den Stoffen A und B bereits ein optimales 
Wachstum méglich ist, laBt sich erst entscheiden, wenn auch eine 
Zygotenbildung beobachtet worden ist. 

Fur den Typus IIT scheinen die Faktoren A und B nicht zu geniigen, 
da viele Stiimme von P. Kleinii und wahrscheinlich auch P. sphaero- 
sporus und P. longipes fir die Zygotenbildung einen dritten Stoff C 
bendtigen, der in gebundener Form im Bodensatz des Mistprefsaftes 
vorliegt. Ob der StoffC eine ganz spezifische Férderung der Sexual- 
reaktion bewirkt, laBt sich vorliiufig noch nicht entscheiden, weil gerade 
tiber ihn noch am wenigsten bekannt ist. 

Gesttitzt werden die dargelegten Ansichten tiber die stofflichen An- 
spriiche der einzelnen Palobolus-Arten durch die Versuche mit den Bak- 
terien-Stimmen. Diese Ergebnisse, die im wesentlichen in Tab. 8 zu- 
sammengefaBt sind, lassen sich zwanglos mit den eben geschilderten 
Anschauungen vereinbaren. Danach diirfte Stamm V vornehmlich den 
Faktor A ausscheiden. Dieser geht leicht in das Substrat tiber und be- 
wirkt eine starke Mycelbildung bei Typus I und IIT. Auch die Tropho- 
cystenbildung wird begiinstigt. Eine Zygotenforderung tritt jedoch nur 
bei P. crystallinus (Typus I) ein, was wiederum nur beweist, daB bei 
dieser Art die Sexualreaktion lediglich von der Intensitaét des Mycel- 
wachstums abhingig ist. Auf die Organismen von Typus II sind die 
Bakterien V praktisch unwirksam. Die eben beschriebenen Verhaltnisse 
lassen sich auf HE-Agar ebenso wie auf Weizen-Agar nachweisen. 
Letzterer diirfte frei von Faktor A sein. P. wumbonatus und P. crystallinus 
subsp. anisosporus (also die Pilze vom Typus IT) scheinen den Faktor A 
entweder nur in geringem Umfange zu benétigen oder sie sind mit ihm 
allein nicht wachstumsfahig, sondern brauchen unbedingt noch andere 
Faktoren. 

Fiir die Stimme U und Y muB man eine Produktion von Faktor B 
annehmen. Sie wirken auf den Typus II durch eine starke Forderung 
des Mycels und der Sporangienproduktion, und zwar sowohl auf HE- 
wie auf Weizen- und Pfifferling-Agar. Auf Weizen-Agar ist allerdings 
die Wirkung von Y gering. P. gracilis wird auf HE-Agar deutlich in der 
Tragerbildung gefordert, wihrend auf Weizen-Agar eine Forderung von 
P. gracilis und P. crystallinus subsp. typicus unterbleibt. (Ks fehlt Fak- 
tor A!) Faktor B scheint nicht so leicht abgegeben werden zu k6nnen, 
da eine deutliche Férderung durch die Bakterien U und Y erst nach 


einiger Zeit einsetzt. Vielleicht ist er in den Bakterienleibern gebunden 


x 
Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 19. 29 
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und mu erst durch autolytische Prozesse freigemacht werden. Dafiui 
sprechen auch die Versuche der Pepsinandauung. Brocken des ge 
waschenen Bodensatzes des MistpreBsaftes wirkten auf P. wmbonatus 
wie die Bakterien U. 

Kine Férderung der Zygotenbildung durch die Bakterien U und Y} 
konnte nicht festgestellt werden. 

Ks ist daher das Vorhandensein eines dritten Faktors C wahrscheinlich. 
Da der Bakterien-Stamm Z, der offenbar den Stoff C produzierte, ein- 
gegangen ist, lieBen sich in dieser Richtung leider keine weiteren Ver-: 
suche anstellen. Abb. 6 zeigt sehr instruktiv die Wirkung von Bakterient 
vom Typus Z. Gleichzeitig ist aus der Abbildung zu entnehmen, dab 
der mycelférdernde Faktor A mit dem zygotenbildenden Faktor C nicht 


Abb. 6. Férderung des Mycelwachstums (links) und der Zygotenbildung (rechts) von P. gracilis aut 
PrH durch unbekannte Bakterien. Die dunklen Punkte in der Abbildung, vornehmlich um die rechte 
Kolonie, sind Zygoten. 


identisch sein kann. Die im Bilde rechte Bakterienkolonie (Z) lie® unter 
ihrem KinfluB zahlreiche, kriftige Zygoten entstehen, wihrend die linke 
Kolonie (vom Typus V) — obwohl auch in der Kopulationszone gelegen 
— nur eine Mycelforderung hervorrief. Der Wachstumsfaktor C ist offen- 
bar in gebundener Form im Bodensatz des MistpreBsaftes enthalten. 
Moglicherweise ist der quantitative Bedarf der verschiedenen Formen 
von P. Kleinit an diesem Faktor verschieden groB. Dadurch lieBen sich 
die Unterschiede in der Intensitat der Sexualreaktion erkliren, Ab- 
schlieBend méchte ich die eben geiuBerten Anschauungen in dem 
Schema der Tab. 10 zusammenfassen. 

Wenn diese Auffassung auch noch nicht exakt bewiesen ist, so ver- 
mittelt sie doch ein einheitliches widerspruchsfreies Bild, das als Arbeits- 
hypothese fiir neue Untersuchungen brauchbar ist. 

Uber die Natur der einzelnen Faktoren liBt sich noch nicht viel aus- 
sagen. Mit den bisher gepriiften Vitaminen kénnen sie nicht identisch 
sein. Vorkommen und Eigenschaften lassen darauf schlieBen, daB es sich 
mindestens zum Teil um noch unbekannte Wachstumsfaktoren handelt, 


Zur Kenntnis der Ernahrungsphysiologie der Gattung Pilobolus. 431 


Tabelle 10. Ubersicht iiber die von den einzelnen Pilobolus-Arten bendtigten 
unbekannten Wachstumsfaktoren. 
ee a BB Ee 


gebildet durch ben6tigt von: 


Faktor: York é 
or Vorkommen: nehencnn 


Typus I Typus IIT | Typus IIT 


A |HE; gekl. PrH; Pepton; 


Bodensatz V + / (+ 2) +h 
B  igekl. PrH (zeitweilig;) | | 
Malzpepton; Bodensatz | Cy (0)? a | ae 


C_ |bisweilen geringfiigig in | 
geklartem PrH; Bodensatz! Z 0 ? ao 


Das Vorkommen in griinen Pflanzenteilen kénnte vielleicht auf Por- 
phyrine oder Abbauprodukte hindeuten. Méglicherweise kommen auch 
Koproporphyrine in Betracht, deren Bildung durch Darmbakterien be- 
kannt ist. 


Uber den Einflu8 von Bakterien auf koprophile Pilze ist nur wenig 
bekannt, obwohl dieses Phinomen verbreiteter sein dirfte als man 
bisher annimmt. Eine einschligige Beobachtung schildert Moii1arp 
(1903) von einer Ascobolus-Art. Eine weitere Beobachtung in dieser 
Richtung machte De.itscx bei Kulturversuchen mit koprophilen Asco- 
myceten. Sicherlich liegen noch mehr derartige Beobachtungen vor, die 
gelegentlich bei der Kultur koprophiler Pilze gemacht wurden (VopER- 
BERG). 

Unter Beriicksichtigung der Bakterienwirkung lassen sich verschiedene 
Eigenttimlichkeiten bei der Kultur von Pilobolus besser verstehen. Die 
Verschlechterung des Pferdemistes in den Friihjahrsmonaten, von der 
schon 6fters die Rede war, konnte einmal die direkte Folge des Mangels 
an Griinfutter sein, da im Gras aktive Substanzen (Faktor A) enthalten 
sind. Jedoch finden sich diese bekanntlich auch im Heu und Stroh, und 
es ist fraglich, ob durch die relativ kurze Lagerzeit im Winter schon ein 
Verlust an aktiven Stoffen eingetreten ist. Immerhin ist diese Méglich- 
keit nicht von der Hand zu weisen. Wahrscheinlicher erscheint mir aber, 
daB sich die Darmflora durch einen Wechsel der Futterzusammenset- 
zung in einer Weise verandert hat, die fiir das Wachstum von Pilobolus 
ungiinstig ist. DaB sich durch einen Wechsel des Futters die Darmflora 
rasch andert, ist durch Untersuchungen an unseren Haustieren bekannt 
(KreErpb, SCHEUNERT und SCHIEBLICH). 

Das Vorkommen von P. sphaerosporus auf Schlamm und von P. oedi- 
pus auf faulenden Algen wird wahrscheinlich durch Faulnisbakterien 
ermoglicht, deren Wuchsstoffausscheidungen von Pilobolus ausgenutzt 
werden. Algendekokte selbst hatten nur eine sehr geringe Wirkung auf 


P. sphaerosporus. 
29* 
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Eine weitere Untersuchung dieser Probleme verspricht eine Fiille von: 
interessanten Ergebnissen, deren Bedeutung weit tiber den engen Rahmen1 
der Pilobolus-Kultur hinausgehen diirfte. Wie Pilobolus, so sind wahr-- 
scheinlich eine groBe Zahl von koprophilen Pilzen auf die Zufuhr von) 
bisher noch unbekannten Wachstumsfaktoren angewiesen, die wenig-- 
stens zum Teil aus der normalen Darmflora der Herbivoren stammen, 
Kine Aufklirung dieser Substanzen wire sehr interessant, vor allem: 
auch im Hinblick auf die Bedeutung, die sie fiir unsere pflanzenfressenden | 
Haustiere haben k6nnen. 


Zusammenfassung. 


1. Alle bisher untersuchten Pilobolus-Arten sind auf rein synthetischen | 
Nahrboéden nicht wachstumsfihig, sondern bediirfen der Zufuhr einer 
je nach Art verschiedenen Zahl von bisher noch unbekannten Substanzen 
von Wuchsstoffcharakter. Pilobolus gehért demnach zu den auxohetero- 
trophen Organismen. 

2. Die Vitamine Thiamin, Adermin, Nicotinséiureamid, Inosit, Panto- 
thensiure, p-Aminobenzoesiure und Vitamin K erwiesen sich als véllig 
unwirksam fiir Pilobolus. 

3. Den Pentosanen, die nach Bersa das Wachstum von P. Kleinii 
fordern sollen, kommt keine Bedeutung fiir das Pilobolus-Wachs- 
tum zu. 

4. Die noch unbekannten Wachstumsfaktoren kommen zum Teil in 
Heu, Stroh und griinen Pflanzenteilen vor, nicht dagegen in waGrigen 
Extrakten von Bickerhefe, Leber, Pflaumen, Pfifferlingen, Algen und 
im Pferdeharn. Eine besonders reichliche und umfassende Wuchsstoff- 
quelle ist der Bodensatz eines PferdemistpreBsaftes. Er besteht zum 
groBen Teil aus Bakterien der Darmflora des Pferdes. Diese enthalten 
— teilweise in gebundener Form — die von Pilobolus benétigten Sub- 
stanzen. 

5. Bestimmte Bacillus-Arten vermégen verschiedene dieser Wuchs- 
stoffe auszuscheiden und dadurch das Wachstum von Pilobolus in eigen- 
tiimlicher Weise anzuregen. Aus Pferdemist wurden drei besonders aktive 
Bakterienstémme isoliert und deren wichtigste morphologische und phy- 
siologische EKigenschaften beschrieben. 

6. Fir die Gesamtheit der unbekannten Wuchsstoffe lieBen sich fol- 
gende Kigenschaften ermitteln: Organische Kérper, wasserlislich (z. T. 
aber an Kiwei8 gebunden und dann nicht léslich), léslich in 70% igem 
Athylalkohol, unléslich in Petrolither, in waBriger Losung bestindig 
gegen Temperaturen bis mindestens 130° C, zerstérbar durch 0,2° H,O, 
oder durch 0,06 normale Salzsiiure oder Natronlauge, adsorbierbar cae 
2% carbo medicinalis (Merck), dagegen nicht adsorbierbar durch Al,O3 
(Schering). 
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7. Fur die Kleinii-Gruppe wurde ein Bedarf von wenigstens drei ver- 
schiedenen Wuchsstoffen angenommen. Versuche zu ihrer Trennung 
wurden noch nicht unternommen. Ungewi8 ist noch, wie sich die oben 
beschriebenen EKigenschaften auf die einzelnen Faktoren verteilen. 


Nachtrag: Nach Fertigstellung der vorliegenden Arbeit wurden mir zwei ameri- 
kanische Arbeiten zuginglich, die sich ebenfalls mit der Ernahrungsphysiologie von 
Pilobolus befassen. Pace arbeitete mit einem Stamm, den er als P. Kleinii bestimmt 
hatte. Er entwickelte ein ,,synthetisches“ Nahrmedium, das sich aus Asparagin, Na- 
Acetat und Hamin zusammensetzte. Letzte Verbindung hatte sich als besonders 
wirksam erwiesen. Von anderen Naturstoffen zeigten nur Grasextrakte eine schwache 
Aktivitat. Durch entsprechenden Zusatz einer Reihe von Stoffen wurde deren 
Brauchbarkeit als Nahrstoffe gepriift. Als C-Quelle bewahrten sich vor allem 
gewisse Fettsauren, darunter auch die Essigsdure. Vitamine des B-Komplexes, B,, 
und Folsaure waren unwirksam. Nur Thiamin (B,) soll fiir die Tragerbildung von 
Bedeutung sein. Als N- Quelle erwies sich Asparagin als am besten. PaGE nimmt zwei 
unbekannte Wachstumsfaktoren an, von denen Faktor I im Himin enthalten ist und 
vermutlich ein Porphyrin darstellt. Faktor II ist akzessorisch wirksam und kommt 
im Dung vor. 

HESSELTINE und Mitarbeiter isolierten aus Mistextrakt und der Kulturfliissigkeit 
gewisser Bakterien und Pilze eine ziegelrote kristalline Substanz, von der 5 y/ml ein 
optimales Wachstum von P. Kleinii und anderen Pilobolus-Arten (die nicht naher 
bezeichnet sind) erméglichen sollen. Die Substanz wurde Coprogen genannt. Hamin 
war unter den gleichen Bedingungen nur 4/,99) so wirksam. 

Die Arbeit von KLEtn, in der ebenfalls ein neuer Wachstumsfaktor beschrieben 
wird, war mir nicht zuganglich. 

Ein Vergleich mit den eigenen Ergebnissen zeigt, daB das Coprogen (HESSELTINE) 
bzw. der Faktor I (Pace) offenbar mit dem von mir postulierten Faktor A identisch 
ist. Ein genauer Vergleich ist bisher auf Grund der sparlichen Angaben noch nicht 
moglich. Die Natur der weiteren Faktoren ist noch unklar. 
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Darstellung von BakteriengeiBeln mittels Phasenkontrast. 


Von 
ERWIN BURCIK und BRIGITTE PLANKENHORN. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 11. September 1953.) 


Fiir die Darstellung der Bakterien-GeiBeln wurde seit LOrriers klassischer 
Farbemethode eine grofe Zahl weiterer Verfahren angegeben. Abgesehen von der 
Beobachtung lebender Bakterien im Dunkelfeld, die fiir lokomotorische Unter- 
suchungen iiber den Geifelapparat unerlaBlich sind, werden fiir diagnostische Ar- 
beiten Farbungen bzw. Impragnierungen verwendet. Fast stets wird bei diesen 
Verfahren durch Niederschlag einer Beize (Tannin) zunachst eine Verdickung der 
GeiBeln bewirkt. Dann erst erfolgt ihre Darstellung durch einen Farbstoff oder 
durch Niederschlag eines Edelmetalles (Silber, Gold). 

Von uns wurden im Laufe der Zeit insgesamt 16 dieser Verfahren! gepriift. 
Trotz den dabei erzielten zum Teil sehr guten Bildern konnte uns keine der Methoden 
auf die Dauer befriedigen. Fast alle Verfahren ergeben keine einheitlichen Resul- 
tate, sondern versagen mitunter aus unerklarlichen Griinden; die Reinigung der 
Deckglaschen mu8 mit gréBter Sorgfalt erfolgen; die verwendeten Farblésungen 
sind infolge ihres hohen Farbgehaltes oft unangenehm im Gebrauch, und die Metho- 
den selbst sind nur zu oft auBerst zeitraubend und umstandlich, was durch die 
Unbestandigkeit mancher Losungen noch verstarkt wird. 


Das Phasenkontrastverfahren bietet nun eine Moglichkeit, diese Nach- 
teile zu vermeiden. Bis auf wenige Ausnahmen sind die Geifeln der 
Bakterien bei normalen Beobachtungsbedingungen auch im Phasen- 
kontrastmikroskop unsichtbar. Wir versuchten daher eine Verdickung 
der GeiBeln durch Beizen zu erzielen und gelangten auf diesem Wege zu 
dem nachstehend beschriebenen Verfahren. 


Hilfsmittel und Vorgang. 


Die Reinigung der Deckglaschen erfolgt durch Anhauchen und Abreiben 
mit einem sauberen Tuch. Es diirfen nur fabrikneue, nicht tiber 0,17 mm dicke 
Glaschen verwendet werden. Mit einer Pinzette erfaBt man sie an einer Ecke und 
fiihrt sie in kurzen Abstanden wechselweise mit Ober- und Unterseite fiir je h6ch- 
stens 1 sec in die nicht leuchtende Flamme des Bunsenbrenners. Abgliihen tiber 
der Sparflamme fiihrt zum Durchbiegen oder Springen der Glaschen. 

Die Herstellung der Ausstriche erfolgt am besten von jungen Kolonien 
auf Schragagarrohrchen mit gut beweglichen Zellen. Vom unteren Drittel des Rohr- 
chens, nicht direkt aus dem Kondenswasser, wird eine Spur des Rasens ohne N ahr- 
bodenpartikel abgenommen und in 1 Tropfen (etwa 5 Normaldsen) abgekochten 
Leitungswassers tibertragen. Dabei ist kraftiges Riihren oder Verreiben zu ver- 


1 Benrqnerro & Gino, Bunen, CasaRes-GiL, VAN ERMENGEM, GEMELLI, GRAY, 
Gray-ABet, HiInTeERBERGER, LOrrLER, LucA-VALENTI, PEPPLER, PrrFIELD, PEPP- 
LER, RorrearDT, Ryu, Topa, ZETTNOW. 
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meiden. Mit einer 1 mm-Ose wird ein Trépfchen von dieser Aufschwemmung kreis- 
férmig auf eines der vorbereiteten Deckglischen ausgestrichen. Der Durchmesser | 
des Ausstriches soll ungefahr 1 cm betragen. 

Die Fixierung wird durch Raéucherung mit Osmiumsaure vorgenommen, 
Man legt das Deckglaischen mit dem noch feuchten Ausstrich nach unten tiber die 
Offnung eines Flischchens mit 2% iger Osmiumsaure und 1aBt die Dampfe etwa 
30 sec lang einwirken. Dann hebt man das Deckglas ab und 1aBt den Ausstrich an 
der Luft trocknen. 

Die Beizung wird mit ZeTtNows Antimon-Tannin- Beize vorgenommen: 
10 g Tannin in 150 em’ Wasser aufkochen, filtrieren und auf 50° C abkiihlen lassen. 
Dazu kommen etwa 35—36 cm’ einer 5% igen Lésung von Brechweinstein unter 
dauerndem Schiitteln, bis eine bleibende leichte Triibung entsteht. Die Beize soll 
beim Aufkochen im Reagensglas klar werden und sich beim Abkihlen wieder 
triiben. Bleibt sie klar, so ist noch mehr Brechweinsteinlésung zuzusetzen; ist die 
Triibung zu stark, etwa gar milchweiB, so muB etwas Tanninlésung zugegeben 
werden. Nach Beigabe von einem Kristall Thymol ist die Beize in gut verkorkter 
Flasche lange haltbar. Vor Gebrauch gut schiitteln, die benétigte Menge im Reagens- 
glas kurz bis zur Klarung erhitzen. 

Man gieBt dann soviel der hei®en, klaren Beize auf das horizontal gelegte Deck- 
glaschen, da dieses bis zam Rande bedeckt ist. Nach 3 min ist die Beize abgekihlt 
und deutlich opalescent getriibt. Sie wird unter der Wasserleitung mit einem 
Schwung abgespilt, damit das feine irisierende Hautchen, das man an der Ober- 
flache beobachten kann, sich nicht auf dem Ausstrich ablagert. Das Deckglaschen 
wird darauf zwischen Filtrierpapier oder, nach Eintauchen in destilliertes Wasser, 
an der Luft getrocknet. 

Die Untersuchung im Phasenkontrastmikroskop erfolgt entweder in 
Wasser oder, was noch bessere Kontraste ergibt, in Luft. Im letzten Falle legt 
man das Deckglaschen mit der Ausstrichseite auf einen sauberen Objekttrager und 
legt die Ecken mit je einem Trépfchen verfliissigter Vaseline oder Wachs fest. 


Ergebnisse und mégliche Fehlerquellen. 

In richtig hergestellten Priiparaten heben sich die GeiBeln als dunkle 
Wellenlinien klar von dem meist sehr sauberen Untergrund ab. Bei 
Untersuchung in Luft werden die Geifeln (Abb. 1, 2) so kontrastreich dar- 
gestellt, daB bei einiger Ubung schon mit dem starken Trockensystem 
die giinstigsten Stellen des Ausstriches ausgewaihlt werden kénnen. Bei 
Untersuchung in Wasser ist der Kontrast zwar etwas geringer, dafiir 
sind aber die GeiBelansatzstellen am Bakterienkérper vor allem bei . peri- 
tricher’* BegeifBelung deutlicher (Abb. 1, 3). Monotriche (Abb. 1, 5) oder 
lophotriche BegeiBelung (Abb. 1, 4u. 6) sind auch in Luft klar erkennbar. 


Wenn auch durch PrspER (1930) sowie PretscHMANN (1939, 1942) 
nachgewiesen wurde, daf die Bilder der ,,peritrichen‘ BegeiBelung nur 
dadurch zustandekommen, da® die Individuen zu mehreren zusammen- 
hangen ohne sich zu trennen, so andert das nichts an der diagnostischen 
Bedeutung dieses Merkmals gegeniiber ausgesprochen monotrich oder 
lophotrich begeifelten Formen. Gerade fiir diese Unterscheidung hat 
sich bei uns das beschriebene Verfahren als einfacher und sicherer Geifel- 
nachweis bewahrt. 


Darstellung von BakteriengeiBeln mittels Phasenkontrast. 437 


Die moglichen Fehlerquellen sind bei dieser Art der Untersuchung auf 
ein Minimum reduziert. Selbst in Fallen, in denen die Beweglichkeits- 
priifung nur einige wenige bewegliche Individuen ergab, waren an ver- 
einzelten Zellen die GeiBeln in der typischen Anordnung klar zu erkennen. 
Wichtig ist vor allem eine gute Fixierung. Bilder wie in Abb. 1, / sind aus- 
nahmslos die Folge schlechter Fixierung. Daher ist auf richtige Konzen- 
tration der Osmiumsiure zu achten. Ihre Haltbarkeit wird durch kiihle, 
dunkle Aufbewahrung und durch Zusatz einer Spur Chromsiure erhéht. 
Eine weitere, leicht vermeidbare Fehlerquelle ist das Ubertragen von Nihr- 


Abb. 1. 1 Salmonella typhi-murium, Wirkung zu schwacher Osmiumsaure. 2 Serratia marcescens, 

untersucht in Luft. 3 Serratia marcescens, untersucht in Wasser. 4 Pseudomonas syncyanea. 5 Pseu- 

domonas pyocyanea. 6 Xanthomonas spec. (4—6 in Luft untersucht.) — Aufnahmen: 7—3 He-Pha- 
Du-Kondensor von Zeiss-Winkel. 4—6 Phasenkontrasteinrichtung von E. Leitz. 


bodenpartikeln in den Ausstrichtropfen. Die Entnahmenadel oder Ose darf 
auf keinen Fall durch Auftupfen auf den Naihrboden abgekthlt werden! 

Endlich sei noch darauf hingewiesen, daB die in Luft beobachteten 
Ausstriche gute, haltbare Dauerpriiparate ohne Gefahr des Ausblasens 
ergeben. Man braucht hierfiir nur das Deckglaschen durch eine Lack- 
umrandung auf dem Objekttrager zu befestigen. 


Zusammenfassung. 


Eine Methode fiir die Darstellung von Bakterien-GeiBbeln im Phasen- 
kontrast wird beschrieben: Fixierung der Ausstriche mit Osmiumsaure- 
dampfen, Beizung mit Zerrnows Antimon-Tannin-Beize und nachfol- 
gende Untersuchung im Phasenkontrastmikroskop in Luft oder Wasser. 

Dieses Verfahren arbeitet sicher und ist wegen seiner Kinfachheit fir 
differentialdiagnostische Untersuchungen besser geeignet als die bisher 
beschriebenen Methoden. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Marburg.) 


Uber den Mechanismus der Nitratreduktion von Griinalgen. 
II. Vergleichend-physiologische Untersuchungen. 


Von 
ERICH KESSLER. 


Mit 2 Textabbildungen. 


(Bingegangen am 6. November 1953.) 


Es ist eine bei physiologischen Untersuchungen an Mikroorganismen 
immer wieder gemachte Erfahrung, daB es nicht zulassig ist, an einem 
Objekt erzielte Ergebnisse verallgemeinernd als giiltig fiir andere, auch 
nahe verwandte Arten anzusehen. Darauf wies bereits GAFFRON (1939) 
eindringlich hin (vgl. auch Foaa 1953). Die Nichtbeachtung dieser Tat- 
sache beziiglich der Nitratreduktion fiihrte dazu, dafi die — sogar unter 
physiologisch sehr extremen Bedingungen gewonnenen — Ergebnisse von 
WarburRG u. NEGELEIN (1920) an Chlorella pyrenoidosa seither als giltig 
fiir zumindest die chlorococcalen Griinalgen insgesamt angesehen worden 
sind (vgl. Burstr6Om 1945). Wir konnten demgegeniiber den Nachweis 
fiihren, daB eine andere Griinalge, Ankistrodesmus braunti, sich in ihrem 
Verhalten sehr erheblich von der Chlorella Warpures unterscheidet 
(KESSLER 1952, 1953). 

Bei Ankistrodesmus findet im Dunkeln in Nitratnaéhrlésung bei py < 4 eine mit 
steigender Aciditét zunehmende Anhaufung von Nitrit im Verlaufe der Nitrat- 
reduktion statt, beruhend auf einer Férderung der Reaktion Nitrat + Nitrit und 
einer Hemmung der weiteren Reduktion des Nitrits im stirker sauren pq-Bereich. — 
WarBuRG u. NEGELEIN dagegen konnten bei ihrem Chlorella-Stamm bei normalem 
O,-Druck NH,’ als einziges Produkt der physiologischen Nitratreduktion nach- 
weisen; in Anaerobiose fanden sie eine im Gegensatz zur normalen Nitratreduktion 
gegen Cyanid unempfindliche Anhaufung von Nitrit, die sie als eine un- 
physiologische Nebenreaktion betrachteten. 

Ks galt nun, auf Grund einer vergleichenden Untersuchung ver- 
schiedener Griinalgen festzustellen, ob die Erscheinung der py-abhangi- 
gen Anhaufung von Nitrit bei der Nitratreduktion im Bereich der 
Chlorococcales von weiterer Verbreitung ist. Fernerhin mute eine in 
ihrem Verhalten der von WARBURG verwendeten Chlorella aihnliche Alge 
gefunden werden, um die Frage zu kliren, ob es sich bei der von WARBURG 
beobachteten Nitritbildung im ,,Nitratgemisch‘* (n/10 NaNO, + n/100 
HNO,, px 2,0) bei O,-Entzug tatsiichlich um einen pathologischen Vor- 
gang handelt und damit die beiden Arten von Nitritanhaufung grund- 
siitzlich voneinander verschiedene Reaktionen sind. 
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I. Methodik und Versuchsobjekte. 


Beziiglich Algenkultur, manometrischer und analytischer Methodik sei auf die 
_ vorhergehende Mitteilung (Kesster 1953) verwiesen. 

Eine orientierende Untersuchung tiber die py-Grenze des Wachstums unserer 
Algenstaémme im sauren Bereich erfolgte in der Weise, daB8 die normale Nitratnahr- 
l6sung mit verdiinnter Phosphorsaure auf den gewiinschten py-Wert eingestellt 
wurde, jeweils in Absténden von 0,5 py-Einheiten. Nach Sterilisation und Beimp- 
fung wurde das Anwachsen der Algen bei Dauerlicht von ungefahr 1500 Lux und 
standigem Durchleiten von Luft mit Zusatz von etwa 2% CO, beobachtet. Der 
niedrigste py-Wert, bei dem noch eine Entwicklung der Kulturen stattfand, wurde 
als die Grenze des Wachstums im sauren Bereich bezeichnet. 

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden die folgenden, simtlich in Marburg 
isolierten Algenstamme verwendet: 

1. Chlorella cf. ellipsoidea Gerneck, Stamm ,,St‘‘, eine elliptische Form mit den 
Zellmafen 6—9 wu x 3—6 uw. (Die Ma®e der Art sind nach PascuER 9—15 mw X 7,5 
bis 13,5 4.) Dieser Stamm zeichnet sich durch eine iiberraschend hohe Resistenz 
gegen H-Ionen aus: Die Grenze des Wachstums liegt bei px 2,5. 

2. Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson, Stamm ,,M‘‘. Die Wachstums- 
grenze liegt bei py 5,5 und stimmt mit derjenigen des von OsTERLIND (1949) ver- 
wendeten Stammes iiberein. 

3. Chlorella vulgaris Beyerinck, Stamm ,,A“‘. Runde Zellen, Durchmesser etwa 
3 uw. Wachstumsgrenze bei px 4,5. 

4. Chlorella vulgaris Beyerinck, Stamm ,,Kr“‘. Runde Zellen, Durchmesser etwa 
5 uw. Wachstumsgrenze bei px 5,0. 

Vergleichsweise sei erwahnt, daB die Wachstumsgrenze des von Hopxins und 
Wann (1926) verwendeten Chlorella-Stammes bei px 3,4 lag. Fiir unseren Stamm 
von Ankistrodesmus braunii liegt sie bei px 4,5. 


II. Nitratreduktion und Nitritanhéufung in Anaerobiose 
bei Chlorella ef. ellipsoidea, Stamm ,,St*‘. 


1. Nitrat- und Nitritreduktion im Dunkeln. 


Bereits die manometrische Untersuchung des Dunkel-Stoffwechsels 
von Chlorella ,,St** zeigt, daB diese Alge beziiglich ihrer Nitratreduktion 
erheblich von dem bei Ankistrodesmus gefundenen Verhalten abweicht. 
Es liegt der respiratorische Quotient in Nitratnahrldsung auch zu Beginn 
eines Dunkelversuches nur wenig héher als bei Abwesenheit von Nitrat 
(Tab. 1 und 2); als Mittelwert zahlreicher Messungen fanden wir RQ = 
0,93 fir N-freie und RQ = 1,03 fiir Nitrat-Nahrlosung?. (Die ent- 
sprechenden Werte fiir Ankistrodesmus liegen bei 1,0—1,05 bzw. etwa 
1,4.) Die Extra-CO,-Entwicklung ist also bei Chlorella , St“ minimal, d. h. 
die Fahigkeit dieser Alge, unter normalen Bedingungen im 
Dunkeln Nitrat zu reduzieren, ist nur 4uBerst gering. Dieses 
Ergebnis ist recht iiberraschend, wird doch allgemein den Griinalgen die 
Fahigkeit zu einer allerdings zeitlich begrenzten Nitratreduktion im 


1 Da bei dieser Alge der RQ in Abwesenheit von Nitrat unterhalb von 1,0 liegt, 
wiirde hier eine Betrachtung des RQ allein in Nitratnahrlosung zu Fehlschliissen 
fiihren. Erst eine vergleichende Untersuchung in Nahrlésung mit und ohne Nitrat 
ermoglicht es hier, die Nitratreduktion manometrisch zu erfassen. 
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Tabelle 1. Chlorella ,,St. Atmung (mm® je Stunde und mg Trockensubstanz) und | 
respiratorischer Quotient in Nitratndhrlésung, pa 2,5 und py 4,4. 
0,8 mg Trockensubstanz je ml. + KOH-Methode. : 
———————  - _— ll lll TT 


| 1.—3. Std | 4.—6. Std | 7.—9. Std | 10.—12. Std | 13.—23. Std | 
0 Ln = LL ‘ 
—O,.. 2,27 2,18 1,87 1,50 1,12 
px2,5 | +00, . 2,37 2,11 1,81 1,61 1,21 
| Extra-CO, 0,10 — — 0,11 0,09 
Lins @) socal —1,04 ! —0,97 — 0,97 — 1,07 — 1,08 
= } : ; 
—O,.. 2,07 1,78 1,51 1,13 0,87 
pu 4,4 + CO, . 2,13 1,87 1,59 1,21 0,83 
Extra-CO, 0,06 | 0,09 0,08 0,08 — 
EO ae — 1,03 | —1,05 — 1,05 — 1,07 — 0,96 
i ‘ J 


Tabelle 2. Chlorella ,,St‘‘. Atmung (mm® je Stunde und mg Trockensubstanz) und 
respiratorischer Quotient in Phosphatpuffer, pa 4,1, ohne bzw. mit Zusatz von Nitrit 
(6,2 -10-> Mol/l) nach 5 Std ( | ). 0,4 mg Trockensubstanz je ml. + KOH-Methode. 


1.—2. Std | 3.—5. Std] 6.—8. Std | 9.—11. Std |12.—23. Std 
red Ogatind sdbaait5,23 3,21 2,55 2,22 1,47 
Os 4,44 3,09 2,33 2,03 1,30 
Kontrolle Extra-CO, iG uct they ne \e. 
RQ) son) dee O85) be 0.97 Wie 0 Ol olin 0.0 hi eee 
eee nt Rieke 6a 2,88 | | 2,73 1,94 1,27 
PE Coe 4,03 2,85 3,58 1,79 Lo 
BBN OS Oe Feat, bt aa ~ 0,85, ).. << = 
| BQ .. | —0,86 | —0,99 | —1,37 | —0,92 | —0,95 


Dunkeln zugeschrieben. Nur in der Arbeit von WarBuRG u. NEGELEIN 
(1920) findet sich die Angabe, daB der verwendete Stamm von Chlorella 
pyrenoidosa im Dunkeln eine Atmung mit RQ = 1,0 hatte, unabhangig 
von der An- oder Abwesenheit von Nitrat; lediglich bei Verwendung des 
,,Nitratgemisches‘‘ mit seiner hohen Konzentration an freier HNO, 
wurde eine starke Nitratreduktion (RQ anfangs etwa 1,6, dann im Laufe 
einiger Stunden auf 1,0 abfallend) gefunden. 

Fiihrt man Versuche mit Chlorella ,,St‘ in verschiedenen pu-Bereichen 
in Nitratnaihrlésung durch, so zeigen sich auch hier charakteristische 
Unterschiede gegentiber Ankistrodesmus. Auch bei starker Erhéhung der 
H-lonenkonzentration findet nur die H-Ionen-bedingte makige Steige- 
rung der Atmung statt, wie sie seit den Untersuchungen von EMERSON u. 
GREEN (1938) bekannt ist (Abb. 1). Die umfangreichen nitritbedingten 
Verainderungen des Stoffwechsels im stirker sauren Bereich, wie sie bei 
Ankistrodesmus gefunden wurden und wie sie fiir eine andere Alge, 
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Chlorella ,,A“‘, Abb. 2 zum Vergleich zeigt, fehlen hier. Es lABt sich auch 
bei px 2,0 in Nahrlésung oder sogar im ,,Nitratgemisch‘‘ bei normalem 
O,-Druck kein Nitrit nachweisen. Hine wesentliche Veriinderung der 
Extra-CO,-Produktion findet auch in stark saurer Nahrlosung nicht statt 
(Tab. 1): Die erhebliche Verstarkung der Nitratreduktion bei 


0 J 6 a 


To 18 Lh LG 


72 
Stunden 


Abb. 1. Chlorella cf. ellipsoidea, Stamm ,,St**. Respiratorischer Og-Verbrauch in Nitratnihrlésung 
bei py 2,5 und py 4,4. 0,8 mg Trockensubstanz je ml. KOH-Methode. Bei pg 2,5 schwache Atmungs- 
steigerung infolge erhéhter H-Ionenkonzentration, 
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72 
Stunden 


Abb. 2. Chlorella vulgaris, Stamm ,,A‘‘. Respiratorischer Og-Verbrauch in Nitratnihrlésung bei 
pur 2,7 und py 4,0. 0,9 mg Trockensubstanz je ml. KOH-Methode. Bei py 2,7 sehr starke Atmungs- 
steigerung infolge von Nitritanhaiufung (1,8 ° 1075 m Nitrit am Schlu&® des Versuches). 


steigender Aciditat der Nahrlosung, wie wir sie bei Ankistrodesmus 
beobachteten, ist bei Chlorella ,,St nicht vorhanden. 

Ist nach diesen Erfahrungen die Dunkel-Nitratreduktion bei Chlorella 
St‘ in allen py-Bereichen nur duBerst gering, so ergibt sich daraus die 
Frage, ob es sich hierbei um eine Inaktivitat des gesamten nitrat- 
reduzierenden Systems dieser Alge handelt, oder ob nur der erste Teil- 
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schritt, Nitrat — Nitrit, gehemmt ist. Wird einer Suspension von 
Chlorella ,,St‘‘ in Phosphatpuffer im Dunkeln eine nicht toxisch wirkende| 
Nitritmenge zugesetzt, so erfolgt wie bei Ankistrodesmus eine je nach pR- 
Wert und Nitritkonzentration mehr oder weniger ausgepragte Erhohung 
der Atmung. Dabei steigt der RQ sogleich auf einen Wert von etwa 1,3 
bis 1,4 an (Tab. 2), d. h. es findet eine erhebliche Extra-CO,-Bildung als 
Zeichen starker Nitritreduktion statt!. Nach einigen Stunden ist das 
Nitrit aus der Lésung verschwunden (vgl. auch Tab. 5, px 4,0), und RQ 
und Atmung haben wieder den alten Wert erreicht®. Die gefundene 
Extra-CO,-Menge entspricht auch hier gut dem theoretisch zu erwarten- 
den Wert von 11/, Mol Extra-CO, je Mol Nitrit (vgl. Kesster 1953). Die 
Geschwindigkeit der Nitritreduktion liegt in der gleichen GréBenordnung 
wie bei Ankistrodesmus. Der wesentliche Unterschied zwischen beiden 
Algen besteht also darin, daB unter normalen Bedingungen im Dunkeln 
bei Chlorella ,,St“ das fiir die Reaktion NO,’ + NO,’ verantwortliche 
System weitgehend inaktiv ist, wihrend das nitritreduzierende 
System auch bei dieser Alge voll funktionsfiahig ist. — DaB die 
Inaktivitat der Nitratreduktion durch eine Hemmung der Nitratauf- 
nahme bedingt wird, erscheint angesichts der schnellen Aufnahme und 
Reduktion von Nitrit durchaus unwahrscheinlich. 


Jedoch ist die Hemmung der Nitratreduktion bei Chlorella ,,St‘‘ im 
Dunkeln nicht grundsatzlicher Art. Im ,,Nitratgemisch“ findet — iiber- 
einstimmend mit den Ergebnissen von WarBuRG u. NEGELEIN an 
Chlorella pyrenoidosa — eine erhebliche, nach einigen Stunden zuriick- 
gehende Nitratreduktion statt (Tab. 3). Entsprechendes gilt auch unter 
den Bedingungen eines mifigen Stickstoffmangels, wenn Algen nach 
langerer Vorbelichtung in N-freiem Medium im Dunkeln in normale 
Nitratnahrlésung tibertragen werden (Tab. 4). 


Kin weiterer wesentlicher Unterschied gegentiber Ankistrodesmus liegt 
in der pp-Abhangigkeit der Nitritreduktion: Sie erfiahrt bei Chlorella ,,St* 
eine zunehmende Hemmung mit abnehmender H-Ionenkonzentra- 


? Der Zusatz einer entsprechenden Menge Nitrat fiihrt weder zu einer Steigerung 

der Atmung noch zu einer meBbaren Veriinderung des RQ. Die durch Nitrit indu- 
zierte Atmungssteigerung unterscheidet sich somit grundsiitzlich von Ahnlichen 
frscheinungen, wie sie nach Zugabe von Nitrat (Prrson 1937, SyRerr 1953) oder 
Ammonsalz (Prrson 1938, Syrerr 1953) zu Algen im Zustand starkeren N- 
Mangels beobachtet wurden. Denn die ,,Nitrit-Atmung‘ wird, unabhangig von der 
An- oder Abwesenheit anderer N-Verbindungen, bereits durch AuBerst geringe 
Konzentrationen an freier HNO, hervorgerufen. 

* In den auf Tab. 1,3 und 4 dargestellten Versuchen liegen die Atmungswerte 
erheblich tiefer. Dies ist eine Folge der » Selbsthemmung“ der Atmung in dichteren 
Suspensionen, die (unabhangig von der Schiittelgeschwindigkeit im WarBURG- 
Apparat!) bei Ankistrodesmus braunii (PrRSON, KROLLPFEIFFER u. SCHAEFER 1953) 
aufgefunden wurde und bei Chlorella ,,St‘‘ ebenfalls zu beobachten ist. 
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Tabelle 3. Chlorella St. Atmung (mm? je Stunde und mg Trockensubstanz) und 
respiratorischer Quotient im ,,Nitratgemisch*, py 2,0. 0,9 mg Trockensubstanz je ml. 
+ KOH-Methode. 


| 1-8. Sta 4.—6. Std 7.11. Std | 12.21. sta 
moe 2,82 | 2,38 | 1,94 | 1,27 
CO i. 4,03 3,23 | 2,38 | 1,30 
toxtra-CO, . . . . | 1) OAL 0,85 0,44 | 0,03 
oe. | C148 =e SG se1 OS) | wee 1,04 


Tabelle 4. Chlorella ,,St*. Atmung (mm?* je Stunde und mg Trockensubstanz) und 
resprratorischer Quotient in Nitratnahrlosung, pu 4,0. Algen 19 Std in N-frever Nahr- 
losung vorbelichtet (2000 Lux). 1,0mgq Trockensubstanz je ml. + KOH-Methode. 


| escent P ec 5 Sta 9.—12. Std | 13.—22. Sta 
—O, ee ec 3,42 | 2,99 2,88 | 1,78 
+ CO, 2: aus es ee 4,97 3,96 3,01 1,45 
Extra-CO, ey A 1,55 0,97 Ons == 
a 1,45 — 1,32 B05 Pee ,82 


Tabelle 5. Chlorella ,,St‘*. Reduktion zugesetzten Nitrits bei verschiedenem py- Wert 
(Phosphatpuffer). 0,1 mg Trockensubstanz je ml. 


ES ee ee ee 
Nitritkonzentration (Mol/Liter) 


| 

| 

| a = 

| anfangs | nach 2 Std nach 5 Std | nach 7 Std 
| 


| 
px 4,0 5,9-10-* | 3,2-10% | 14:10 | 0,7-10- 
Ou. . | 59-10% | 46-10% | 35-103 2.9- 10-8 
30) eda) 6,04102 |. 8,7-40- | 5,5-10- | 5,4- 10-8 


tion (Tab. 5). Zieht man die Tatsache in Betracht, daft normalerweise 
wegen der Inaktivitaét der Reaktion Nitrat — Nitrit die erhebliche 
Kapazitit des nitritreduzierenden Systems dieser Alge nicht annaéhernd 
ausgenutzt ist, und beriicksichtigt man fernerhin, dafSi im sauren pxH- 
Bereich die Fahigkeit zur Nitritreduktion sogar weiter erhoht wird, 
wahrend die Reaktion Nitrat > Nitrit keine Verstirkung erfihrt, so 
wird es verstandlich, da® eine px-abhingige Nitritanhaufung im sauren 
Bereich bei Chlorella ,,St‘‘ vollig ausgeschlossen ist. 


2. Wirkung von Anaerobiose und von Cyanid. 


- Da somit in mancher Beziehung eine Ubereinstimmung im Verhalten 
von Chlorella ,,St mit Warsures Chlorella pyrenoidosa festzustellen ist, 
war das Verhalten unserer Alge bei Anaerobiose von besonderem In- 
teresse. Das Ergebnis einiger Versuche zeigt Tab. 6: Unter reinstem, von 
O,-Spuren iiber gliihendem Kupfer befreitem Stickstoff kommt es in 
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Tabelle 6. Chlorella ,,St*. Nitritanhiufung in Anaerobiose in Nitratnihrlésung bet 
verschiedenem pu-Wert und im ,,Nitratgemisch*. 
a ; 


| Nitritkonzentra- | Versuchsdauer Trockensub- | 
_ tion (Mol/Liter) (Std) stanz (mg/ml) 
| 
Nitratnahrlésung | Luft... . 0 22 2,3 
pu 6,8 100% Ny co) loge 22 Da 
Nitratnahrlésung Luft . . . «| 0 22 2,3 
pu 4,4 |100%N, . - 702102 aa 22 2,3 
Nitratnahrlésung | Luft... ./| 0 22 1A 
px 2,8 10095 Nears Peyaa as) 22 / ee) 
Nitratgemisch WB Gian ee 5 0 10 2,1 
px 2.0 100% N, ..| 2,6-10- 10 | 2.1 


Nitratnahrlésung zu einer erheblichen Anhaufung von Nitrit, und 
zwar in allen pg-Bereichen mit einer deutlich erkennbaren 
Forderung im schwacher sauren bis neutralen Bereich. Im 
, Nitratgemisch* erfolgt, entsprechend der sehr hohen Nitratkonzentra- 
tion, eine starkere und schnellere Nitritanhaéufung als in stark saurer 
Nahrlésung (Tab. 6), wobei nach einiger Zeit die letale HNO,-Konzen- 
tration erreicht wird, so daB die Algen unter Braunfarbung zugrunde 

gehen, wie dies WARBURG und 


Tabelle 7. Chlorella ,,St*. Wirkung von An- NEGELEIN bei Chlorella pyre- 
aerobiose auf die Nitritreduktion. Phosphatpu f- noidosa fanden. ; 
fer, px 4,1. Nitrit 4"/, Std nach Versuchsbeginn Auch bei. Chiorelign tsi 

zugekippt (6,0 -10-° Mol/l). 0,8 mg Trocken- ce he iS : ii fe: Ladd 

substanz je ml. fahrt — wie bei Ankistrodesmus 

: — die Nitritreduktion in An- 


Nitritkonzentration (Mol/Liter) 5 - : 
7a * aerobiose eine weitgehende 


anfangs | __ nach 6 Std Hemmung (Tab. 7). In keinem 
Luft 6,0-10-> | 02-10 Fall ist offenbar bei Ausschal- 
100% Ny” | 8,0 10>: 2507 108 tung der aeroben Atmung eine 


erhebliche — Nitritreduktion 
mehr méglich, wihrend auch hier der erste TeilprozeB der Nitratreduktion, 
NO,’ + NO,’, von der Atmung nicht so sehr abhiangig ist. Im Falle von 
Chlorella ,,St* ist sogar eine geringfiigige Verstirkung der sonst so schwa- 
chen Reaktion Nitrat — Nitrit in Anaerobiose nicht ganz ausgeschlossen. 
— Der an sich mogliche Einwand, dais eine Hemmung der Ionenauf- 
nahme bei O,-Entzug fiir die Hemmung der Nitritreduktion verantwort- 
lich sei, erscheint uns nicht berechtigt angesichts der Tatsache, daB in 
Nitratnahrlésung in Anaerobiose eine Nitritanhiufung und mithin auch 
eine Nitrataufnahme und -reduktion stattfindet. 
Nachdem somit bei Chlorella ,,St eine Anhiufung von Nitrit in An- 
aerobiose wie bei WARBuRGs Chlorella pyrenoidosa aufgefunden worden 
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ar, blieb noch die fiir die Beurteilung dieser Nitritbildung wesentliche 

rage nach ihrer BeeinfluBbarkeit durch Cyanid. Denn gerade die Un- 
empfindlichkeit der bei WaRBuURGs Objekt in Anaerobiose im ,,Nitrat- 
gemisch“ stattfindenden Nitritanhiufung gegen Blausiure war es, die 
ihn veranlaBte, diese Reaktion als einen unphysiologischen Vorgang ohne 
Beziehung zur normalen, aiuBerst HCN-empfindlichen Nitratreduktion 
zu betrachten. 

Setzt man der Nahrlodsung 10->m KCN zu, so unterbleibt die An- 
haufung von Nitrit in Anaerobiose durch Chlorella ,,St* vollstandig; 
setzt man dem ,,Nitratgemisch‘ 10-° m KCN zu, so wird auch unter 
diesen Bedingungen in Anaerobiose kein Nitrit angehauft 
(Tab. 8), und die Algen werden vor der Nitritvergiftung bewahrt. — 
In diesem Punkt kénnen wir die Angaben von WarsBurG und NEGELEIN 
nicht bestatigen. Die auf diesen Befund gegriindete Ansicht dieser 
Autoren, daf das in Anaerobiose angehaufte Nitrit das Produkt einer un- 
physiologischen Reaktion ohne Beziehung zur normalen Nitratreduktion 


Tabelle 8. Chlorella ,,St. Wirkung von 10-°>m KCN auf die Nitritanhdufung in 
_ Anaerobiose in Nitratnahrlésung und im ,,Nitratgemisch*. 


Nitritkonzen- Noreieheanien Trocken- 

tration (Std) substanz 

(Mol/Liter) (mg/ml) 
Nitratnahrlosung — igi se 24. ii 
px 2,8 + KON 0 24 ‘lah 
Nitratgemisch _ 5,6:10-5 | 11 1,5 
pu 2,0 + KCN - 0 | 11 1,5 

| 1 


sei, erscheint uns deshalb angreifbar. Auch im Falle von WaRBURGS 
Chlorella pyrenoidosa dirfte die Nitritanhaufung in Anaerobiose zwang- 
los zu deuten sein als die Folge einer mit abnehmendem O,-Druck zu- 
nehmenden Hemmung der weiteren Reduktion des Nitrits im Verlaufe 
der normalen Nitratreduktion. Hierfiir spricht auch die Angabe von 
Warsure und NEGELEIN: ,,Und zwar wird um so mehr salpetrige Saure, 
um so weniger Ammoniak ausgeschieden, je geringer der Sauerstoff- 
druck.* 


Die Empfindlichkeit der Nitritreduktion gegen Cyanid liegt bei Chlorella ,,St in 
der gleichen GroBenordnung wie bei Ankistrodesmus. Auf eine genaue Wiedergabe 
der diesbeziiglichen Befunde wurde daher verzichtet. 


3. Wirkung von Phenylurethan. 


Wird einer Suspension von Chlorella , St im ,,Nitratgemisch® bei nor- 
malem O,-Druck N-Phenylurethan? (1,5 - 10~* m) zugesetzt, so kommt 


1 Praparat von Firma Dr. Th. Schuchardt G.m.b.H., Miinchen. 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 19. 30 
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Tabelle 9. Chlorella ,,St‘‘. Nitritanhiufung im ,,Nitratgemisch“, py 2,0, bet Zusatz von 
Phenylurethan (1,5 - 10-8 m). 1,4 mg Trockensubstanz je ml. ' 
ee ee et 


Nitritkonzentration (Mol/Liter) , ? 
nach 2 Std nach 5 Std | nach 8 Std 
“ 0 i) 0 
+ Urethan 0,4 - 10-5 Leal Oss L705 


es zu einer Anhaufung von Nitrit (Tab. 9), und die Algen gehen nach 
einiger Zeit zugrunde. Auch in dieser Beziehung besteht eine weitgehende 
Ubereinstimmung zwischen WarBures Objekt und Chlorella ,,St*. 
Priift man die Wirkung von Urethan auf die Nitritreduktion, so zeigt 
sich eine stark ausgeprigte Hemmung dieser Reaktion (Tab. 10). Hier 
liegt ein klarer Unterschied gegentiber der minimalen Wirkung dieses 
Narkoticums auf die Nitritreduktion bei Ankistrodesmus vor. 


Tabelle 10. Chlorella ,,St‘. Wirkung von Phenylurethan (1,5-10-* m) auf die Re- 
duktion zugesetzten Nitrits. Phosphatpuffer, pu 4,0. 0,2 mg Trockensubstanz je ml. 


Nitritkonzentration (Mol/Liter) 


anfangs | nach 2 Std nach 5 Std / nach 7 Std 
— 5,910 3,3 - 10-° 0,6 - 10-° 0,2 - 105 
+ Urethan 5,910 8,22 108 eh pd 10 4,1..+4 1058 


In normaler Nahrlésung fiihrt ein Zusatz von Urethan zu keiner 
Nitritanhiéufung. Das ist nicht ttberraschend, weil unter diesen Bedin- 
gungen die Reaktion Nitrat — Nitrit nur sehr gering und die erhebliche 
Kapazitat des nitritreduzierenden Systems nicht annihernd ausgenutzt 
ist. Eine partielle Hemmung der Nitritreduktion braucht deshalb noch 
nicht zu einer Anhaiufung dieses Zwischenproduktes zu fiihren; dies ist 
erst der Fall, wenn im ,,Nitratgemisch“ eine erhebliche Verstiirkung der 
Nitratreduktion stattgefunden hat. 

Beilaufig sei bemerkt, daB auch hier — wie bei Ankistrodesmus — ein Zusatz von 
10-4 m 2,4-Dinitrophenol in Phosphatpuffer (px 4) die Reduktion zugesetzten Nitrits 
fast vollstindig verhindert. Jedoch soll diese Frage erst nach Abschlu8 weiterer 
Untersuchungen erértert werden. 

Vergleicht man abschlieBend die an Chlorella ,,St‘‘ gewonnenen Ergeb- 
nisse mit der Nitratreduktion anderer Pflanzen, so zeigt sich in vieler 
Beziehung eine Ubereinstimmung mit den in zahlreichen Fallen an Bak- 
terien und Pilzen sowie an hdheren Pflanzen gemachten Erfahrungen. 
Denn im allgemeinen liegt das Maximum der Nitratreduktion nicht bei 
stark saurer Reaktion, wie bei Ankistrodesmus, sondern vielmehr im 
etwa neutralen pq-Bereich (vgl. Burstrém 1945). Ferner wird bei Mikro- 
organismen vorwiegend in Anaerobiose eine Anhiufung von Nitrit ge- 
funden (vgl. z. B. StickLanp 1931 fiir Escherichia coli, KostytscHEWw 


SS 


Uber den Mechanismus der Nitratreduktion von Griinalgen. 447 


. Tswetkowa 1920 fiir Schimmelpilze, und Scuitecen 1953 fiir das 
hemosynthetische Bacterium Hydrogenomonas). Ahnliches gilt auch fiir 
urzeln héherer Pflanzen (NancE 1948, 1950; JonES, SHEPARDSON u. 
PETERS 1949). — In der weitgehenden Inaktivitaét der Nitratreduktion. 
im Dunkeln besteht dariiber hinaus eine gewisse Ubereinstimmung von 
Chlorella ,,St‘‘ und Weizenblattern (BuRSTROM 1942, 1943). 


III. Nitratreduktion und py-abhingige Nitritanhiufung 
bei 3 weiteren Algen-Arten. 

Im Anschlu8 an die Untersuchungen mit Chlorella ,,St*, deren Ver- 
halten in vielen Punkten mit den Ergebnissen von WaRBURG und NEGE- 
LEIN an Chlorella pyrenoidosa iibereinstimmt, wurden drei weitere Algen 
auf ihre Nitratreduktion im Dunkeln und auf Nitritanhéufung unter- 
sucht. In allen drei Fallen wurde eine py-abhangige Anhaufung 
von Nitrit bei normalem O,-Druck, zunehmend mit steigen- 
der Aciditat der Nahrlésung, beobachtet und damit die weitere 
Verbreitung dieser zuerst bei Ankistrodesmus gefundenen Art der Nitrat- 
reduktion bei Griinalgen sichergestellt. Besteht zwar im Prinzip bei den 
untersuchten Objekten weitgehende Ubereinstimmung mit Ankistrodes- 
mus, so wurden doch manche Unterschiede beobachtet, die fiir eine ver- 
gleichende Betrachtung der Nitratreduktion bei Griimalgen von Bedeu- 
tung sind. 


1. Scenedesmus quadricauda, Stamm ,,M“. 


Unter allen untersuchten Objekten liegt hier der Extremfall py-ab- 
hangiger Nitritanhiufung vor. Bereits in neutraler Nahrlésung 
findet eine schwache Anhaufung von Nitrit statt, die mit 
steigender H-Ionenkonzentration schnell zunimmt (Tab. 11). Unterhalb 
von etwa pu 4 gehen die Algen schlieBlich an Nitritvergiftung zugrunde, 
weil dort nach einiger Zeit die letale Konzentration an freier HNO, 
erreicht wird. 

Hier handelt es sich somit um einen Fall, wo bei einer Alge unter 
normalen Bedingungen, in durchaus » physiologischen“ pu-Bereichen, die 
Nitratreduktion die Leistungsfihigkeit des nitritreduzierenden Systems 


Tabelle 11. Scenedesmus. Nitritanhdiufung bei verschiedenem pu- Wert im Dunkeln in 
Nitratniéhrlésung. 0,8 mg Trockensubstanz je ml. 


Nitritkonzentration (Mol/Liter) 
| nach 4 Sta ; nach 8 Std nach 12 Std | nach 24 Std 
po4t,0 ...- 1,6-10- DSc 10ne Atel Ome Sie lOxe 
[py O00. eee Maal Ose 1,9: 10> 3.4 10>> 6,4 - 10-> 
pe 6,0. . : 0,4 - 10-° 0,7 10-5 . 0,9: 10-> 1,5: 10-5 
pe ae. 0,4 - 10-5 0,7 - 10-5 0,8 - 10-5 1,3 - 10-5 


30* 


| 
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4 
erheblich iiberschreitet, so daB es stets — bei Verwendung unserer 
Nahrlésung mit 8-10-?m KNO, — zu einer Ausscheidung von 


Nitrit ins AuBenmedium kommt. — Auch hier wird — wie bei allen 
untersuchten Objekten — durch Zusatz von 10-? m KCN die Reaktioni 
Nitrat — Nitrit so weit gehemmt, daB keine Nitritanhaufung mehr 
stattfindet. 

Allgemein ergibt sich daraus fiir physiologische Versuche mit dieser 
Alge im Dunkeln die Folgerung, dai — um Sto6rungen durch Nitrit- 
anhaiufung zu vermeiden — eine in bezug auf Nitrat weniger konzen- 
trierte Lésung zu verwenden ist. Wird die Nitratkonzentration von 
S- 10-3 m auf 8- 10-4 m herabgesetzt, so findet bei px 4,5 eine geringe, 
aber noch deutliche Nitritanhaufung statt (Tab. 12). Fiir diesen pg- 
Bereich ist also selbst die Menge von 8- 10-*m KNO, noch zu hoch, 
wahrend es bei etwa pa 7 unter diesen Bedingungen zu keiner nennens- 
werten Anhaufung von Nitrit mehr kommt. 


Tabelle 12. Scenedesmus. Wirkung der Nitratkonzentration auf die Nitritanhdufung 


Nitratnahrlésung Nitrit- : Versuchsdauer ) Trocken- 
mit konzentration (Std) susbstanz 
(Mol/Liter) | | (mg/ml) 
8-10-°mKNO, | 23,0-10> | 24 | 0,6 
8-10-4m KNO, | | 
pu 4,5 457,2° 10-7 me RCL re Lee 10 oy 24 | 0,6 
| 1:10 verdiinnt: be » 2,0 >10-5 24 0.6 
8-10-*m KNO, 
8-10-°>mKNO, | 4,9-10- | 23 | 0,7 
pu 6,8 1:10 verdiinnt: | | 
| 8:10-*mKNO, |. 0,2-10-5 23 ) 0,7 


Damit ist erneut, wie auch bei Ankistrodesmus, die Bedeutung der Nitrat- 
konzentration fiir die Nitratreduktion der Griinalgen nachgewiesen. Da OLSEN (1950) 
zeigen konnte, da das Verhaltnis der verschiedenen [onen zueinander fiir die Auf- 
nahmegeschwindigkeit der einzelnen Ionen von groBer Bedeutung ist, haben wir fiir 
diese Versuche nicht nur — wie friiher bei Ankistrodesmus — eine Verminderung 
allein des Nitratgehaltes der normalen Lésung auf ein Zehntel vorgenommen (Aus-— 
gleich durch Zusatz von KCl), sondern haben auch die Nahrlésung insgesamt im 
Verhaltnis 1: 10 verdiinnt. Auch unter diesen Bedingungen bleibt die Konzentrations- 
abhangigkeit der Nitritanhiiufung erhalten (Tab. 12). In der etwas geringeren An- 
haufung von Nitrit in der erstgenannten Lésung kann man vielleicht eine Hemm- 
wirkung der dort in héherer Konzentration vorhandenen anderen Ionen auf die 
Nitrataufnahme im Sinne von OLSEN sehen. 


Wird vergleichend die Nitritanhiiufung bei normalem O,-Druck und 
unter reinstem Stickstoff untersucht, so zeigt sich, da hier in Anaero- 
biose die Nitritanhiufung nahezu vollstindig unterbunden wird 
(Tab. 13). Da, wie bei allen anderen untersuchten Objekten, auch bei 
Scenedesmus in N,-Atmosphiare die Reduktion von Nitrit weitgehend 
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gehemmt ist, muB hier — im Gegensatz zu Chlorella ,,St — auch der 
erste TeilprozeB8 der Nitratreduktion, NO’, — NO’;, durch O,-Entzug 
ganz oder fast ganz unterbunden werden. Der Typ der pq-abhingigen 
Nitritanhaufung ist hier also am vollkommensten entwickelt, und das 
Verhalten von Scenedesmus quadricauda scheint in extremem Gegensatz 
zu den bei Chorella ,,St‘‘ gefundenen Verhaltnissen zu stehen. 


Tabelle 13. Scenedesmus. Wirkung von O,-Entzug auf die Nitritanhiufung in 
Nitratnihrlosung, pu 4,5. 


Nitritkonzentration (Mol/Liter) | Versuchsdaner | Trocken- 
(Std) | substanz 
Luft | 100/, Ng | (mg/ml) 
| 
12,5-10- _| 0 | 22 | 0,7 
23,0-10-5 | 12-105 | 24 0,6 


Atmung und Extra-CO,-Entwicklung liegen bei Scenedesmus in der gleichen 
GroBenordnung wie bei Ankistrodesmus. Unterhalb von py 4—4,5 kommt es zu 
erheblichen Atmungssteigerungen infolge der Nitritanhaufung, wahrend bei 
geringerer Aciditat trotz unter Umstanden erheblicher Nitritkonzentration die fiir 
eine nennenswerte Erhéhung der Atmung notwendige HNO,-Konzentration nicht 
erreicht wird. — Die Wirkung von Phenylurethan auf die Nitritreduktion ist hier 
minimal, wie bei Ankistrodesmus. Auch beziiglich der py-Abhangigkeit der Nitrit- 
reduktion verhalt sich Scenedesmus ahnlich wie diese Alge. Aus ove Grunde 
eriibrigt sich eine Wiedergabe der Versuchsdaten. 


2. Chlorella vulgaris, Stamm ,,A“. 


Bei diesem Stamm setzt die py-abhingige Nitritanhaéufung erst bei 
etwa px 3 ein (Tab. 14). In Anaerobiose erfahrt sie eine deutliche Ver- 
minderung (Tab. 15), ahnlich wie bei Ankistrodesmus, dem tiberhaupt 
diese Alge in ihrer Nitratreduktion recht ahnlich ist. Den respiratorischen 
O,-Verbrauch von Chlorella ,,A“ innerhalb und auBerhalb des Nitrit-py- 


Tabelle 14. Chlorella ,,A‘‘. Nitritanhdiufung bet verschiedenem py- Wert im Dunkeln in 
Nitratnahrlosung. 0,8 mg Trockensubstanz je ml. 


Nitritkonzentration (Mol/Liter) 


nach 4Std | nach7 Sta | nachi98td_| nach 25 Std 

pa 2,0 OFF 104 o> 10x? | 1,4-10-° | 1,0 - 10-° Algenabgestorben 
px 3,0 0 0,2-10-° | 1,0-10- |1,8-10-5 

pr 4,0 0 Da as 2 


Tabelle 15. Chlorella ,,A“. Wirkung von O,-Entzug auf die Nitritanhiufung in 
Nitratnahrlésung, px 2.7. 0,9 mg Trockensubstanz je ml. Versuchsdauer 24 Std. 


| tut — | 100%) Ny 
te ET ST pep a EF I SS eS ee ree 
Nitritkonzentration | 1,8: 10m | 0,7 °10-> m 
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Bereiches zeigt Abb. 2 (S. 441). Im Vergleich zu dem in Abb. 1 darge-. 
stellten, unter etwa gleichen Bedingungen mit Chlorella ,,St“ durchge-. 
fiihrten Versuch ergibt sich klar der groBe Unterschied im Verlauf der1 
Atmung zwischen Algen, die wie Chlorella ,,A“‘ im sauren Bereich Nitritt 
anhaufen, und solchen, die nur in Anaerobiose Nitrit ausscheiden (Chlo-. 
rella ,,St‘‘). Die Atmung im stirker sauren py-Bereich kann daher als: 
ein indirektes Kennzeichen zur Unterscheidung der beiden Arten von: 
Nitratreduktion bei Algen dienen. 

In einem Punkt besteht jedoch ein gréBerer Unterschied gegeniiber 
Ankistrodesmus: Die Reduktion von Nitrit wird durch héhere H-Ionen-. 
konzentrationen geférdert, in etwa der gleichen Weise, wie dies fiir 
Chlorella ,,St‘ auf Tab. 5 dargestellt ist; Voraussetzung ist dabei natiir- 
lich, daB die schidigende Konzentration an freier HNO, nicht erreicht 
wird. Aus diesem Ergebnis folgt, daB hier die verglichen mit Ankistro- 
desmus schwichere und auf stirker saure Bereiche beschrankte Nitrit- 
anhaufung so zu erkliren ist: Beide Komponenten der Nitratreduktion, 
Nitritbildung und Nitritreduktion, haben zwar eine qualitativ gleiche 
pu-Abhangigkeit; jedoch wird durch héhere H-Ionenkonzentration die 
Reaktion NO’, + NO’, stairker gefordert als die weitere Reduktion 
des Nitrits, so daB unterhalb von pq 3 eine allerdings nicht sehr erheb- 
liche Nitritanhaufung einsetzt. 


Auch hinsichtlich der Urethanwirkung auf die Nitritreduktion gleicht 
das Verhalten von Chlorella ,,A‘‘ dem von Chlorella ,,St‘* (vgl. Tab. 10). 


Liegt damit bei Chlorella ,,A** zwar ein eindeutiger Fall py-abhangiger 
Nitritanhaufung vor, so zeigt diese Alge doch in den beiden letztgenann- 
ten Punkten eine deutliche Ubereinstimmung mit Chlorella ,,St‘‘. Noch 
klarer treten diese Uberginge zwischen den scheinbar so weit vonein- 
ander abweichenden Verhiltnissen bei Scenedesmus quadricauda einer- 
seits und Chlorella ,,St‘‘ andererseits bei dem im folgenden zu besprechen- 
den Chlorella-Stamm hervor. 


3. Chlorella vulgaris, Stamm ,,Kr“. 


Dieser sicher mit Chlorella ,,A‘‘ nahe verwandte Stamm, der sich mor- 
phologisch durch einen gréBeren Zelldurchmesser zu erkennen gibt, ist 
physiologisch deutlich von jenem unterschieden. Auch bei Chlorella ,, Kr“ 
findet eine py-abhangige Anhiufung von Nitrit statt, die etwa bei px 2 


Tabelle 16. Chlorella ,,Kr‘*. Nitritanhdufung im ,,Nitratgemisch*, pu 2,0. 
2,5 mg Trockensubstanz je ml. 
nr ee Le 
Nitritkonzentration (Mol/Liter) 


nacht Std | nach28td | nach sta | nach 6 Std 


18:10 | 48-10-* | 62-10-5 | 4,3-10-5 Algen abgestorben 
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insetzt und in normaler Nahrlésung recht gering ist; erst bei erhohter 
itratkonzentration, im ,,Nitratgemisch“‘, wird sie erheblich und fiihrt 
innerhalb weniger Stunden zum Absterben der Algen (Tab. 16), ahnlich 
wie dies bei Ankistrodesmus, Scenedesmus und Chlorella »A‘“, nicht aber 
bei Chlorella ,,St‘‘, der Fall ist. 

Bemerkenswert ist das Verhalten gegeniiber Anaerobiose: Unter rein- 
stem N, erfahrt die py-abhangige Nitritanhiufung eine klare Verstar- 
kung; sie ist unter diesen Bedingungen auch noch bei py 5 schwach 
erkennbar. Jedoch liegt auch in Anaerobiose — im Gegensatz zu Chlo- 
rella ,,St‘* — das Maximum der Nitritanhiiufung im stark sauren Be- 
reich (Tab. 17). Bei Chlorella 
Kr“ liegt damit ein ein- Tabelle 17. Chlorella ,,Kr‘*. Wirkung von 
O,-Entzug auf die Nitritanhiufung in Nitrat- 
nihrlosung bet verschiedenem py-Wert. 1,0 mg 
Trockensubstanz je ml. Versuchsdauer 22 Std. 


deutiger Ubergang zwi- 
schen den beiden Prinzi- 
pien der py-abhangigen 


Matrita =e aufung aadider itritkonzentration out) 


Nitritanhaufung in An- Luft | 100% Na 

aerobiose vor. px 2,0 | 0,5 - 10-5 | tah 
Auch in den tibrigen Eigen- pr 2,7 0 0,7 - 10-2 

schaften der Nitratreduktion pa 4,9 | 0 | 0,4 - 10-8 


nimmt Chlorella ,, Kr‘ eine ver- 
mittelnde Stellung ein. Die Extra-CO,-Produktion als MaB fiir die Dunkel- 
Nitratreduktion liegt zwischen den fiir Chlorella ,,St und fir Ankistro- 
desmus mitgeteilten Werten; der RQ sinkt im Laufe von ungefahr 20 Std 
von anfangs etwa 1,25 auf 1,0. 

Beziiglich der Wirkung von Phenylurethan auf die Nitritreduktion 
und der py-Abhangigkeit der Nitritreduktion stimmt Chorella ,,Kr* mit 
den Chlorella-Stimmen ,,St‘‘ und ,,A“* tiberein. 


IV. Diskussion. 

Betrachtet man die in Tab. 18 gegebene Zusammenfassung der an 
5 Algen gewonnenen Hinzelbefunde, so kommt man zunichst angesichts 
einer verwirrenden Fiille verschiedenster Resultate zu dem Ergebnis, daf 
nicht 2 Stimme darunter sind, deren Verhalten sich vollig gleicht. Be- 
ziiglich der pa-Abhingigkeit von Nitritanhaufung und Nitritreduktion, 
sowie der Wirkung von Anaerobiose und von Urethan sind alle nur denk- 
baren Moglichkeiten verwirklicht in jeweils verschiedener Kombination 
bei den verschiedenen Algen. Aber bei aller Mannigfaltigkeit der Befunde 
lassen sich dennoch einige wichtige, allen untersuchten Arten gemein- 
same Prinzipien erkennen, die damit kennzeichnend fiir die Nitrat- 
reduktion dieser Organismengruppe insgesamt sein diirften. 

Stellt man zundchst den Anaerobiose-Nitrit-Typ (Chlorella ,,St*) der 
px-abhangigen Nitritanhaufung, in ihrer klarsten Form bei Scenedesmus 
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Tabelle 18. Zusammenfassende Ubersicht tiber die Eigenschaften der Nitratreduktion 
im Dunkeln bei 5 verschiedenen Griinalgen. 


Chlorella | Chlorella ct. 


| Chlorella | 
rened us | Ankistrodes- | é | f | = ¥ 
ai peace mus braunii vulgaris | vulgaris aiipaontes 
q ~ Ase | Ar BS 


eee meen Kam Se 
| | | 
pu-abhangige Nitrit- | | 


anhéufung bei .. . pu <7 pu =< 4 po <3 | pr <2 0 
Nitritanhaufung in | 
Anaerobiose ... .. minimal | ver-° | ver- 
| mindert | mindert  verstarkt stark 
| | 
Reaktion Nitrat — Ni- | 
trit im sauren py- | | 
Bereich .... . . | verstarkt | verstarkt | verstarkt verstarkt ) nicht 
| | verstarkt 


Nitritreduktion im ) 
sauren py-Bereich . . | ver- |  ver- | . 
mindert mindert -verstarkt verstarkt | verstarkt 


Nitratreduktion im | 


Dunkelnywaeeses normal normal , normal | schwach | minimal 
Nitritreduktion im normal normal normal | normal normal 
Dunkel wos ee 
Nitritreduktion in | | 
Anaerobiose ... . sehr sehr | sehr sehr | sehr 
gering gering gering gering gering 
Nitritanhaufung nach ) 

Zusatz von 10->m KCN 0 0 0 0 0 
Wirkung von Urethan 
auf die Nitritreduktion | minimal minimal | stark | stark | stark 

hemmend | hemmend | hemmend 
Wachstumsgrenze im 
sauren Bereich . . . px 5,5 po4,5 | p45 | px5,O0 | pH2,5 


quadricauda verwirklicht, gegeniiber, so sieht man, dali zwischen diesen | 
scheinbar so verschiedenen Typen alle denkbaren Ubergiinge vor- 
handen sind und daher kein prinzipieller Unterschied besteht. 
Bei allen untersuchten Arten ist somit die Méglichkeit gegeben, durch 
experimentelle Kingriffe, wie hohe H-lonenkonzentration oder O,-Entzug, 
die Teilprozesse der Nitratreduktion NO’, > NO’, und NO’, > NH, in 
verschiedener Weise zu beeinflussen und so das Nitrit als Zwischenpro- 
dukt nachzuweisen. — DaB dariiber hinaus die vielfach bewahrte Methode 
der Anwendung von Stoffwechselgiften zur selektiven Hemmung ein- 
zelner Teilprozesse in biochemischen Reaktionsketten auch bei der 
Nitratreduktion anwendbar ist, zeigen die durch Urethan erzielte Nitrit- 
anhaufung im ,,Nitratgemisch‘‘ bei Chlorella ,,St‘‘ und die bei Ankistro- 
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desmus gefundene Unterbrechung der Nitratreduktion auf der Nitrit- 
stufe durch 2,4-Dinitrophenol, tiber die nach Abschlu8 weiterer Unter- 
suchungen ausfiihrlicher berichtet werden wird. 

Fernerhin ist allen Objekten gemeinsam die hohe Kmpfindlichkeit 
der ersten Teilreaktion, Nitrat — Nitrit, gegen Cyanid, weswegen es 
tberall — im gauren Bereich und in Anaerobiose — gelingt, durch 
10° m KCN die Nitritanhiufung zu unterbinden. Bei dem Nitrit in 
Anaerobiose ist dieser Befund zundchst iiberraschend, steht er doch in 
deutlichem Widerspruch zu dem Ergebnis Warsurcs an Chlorella 
pyrenordosa, daf} die pathologische Nitritanhaéufung in Anaerobiose durch 
Cyanid nicht beeinfluBt wurde. Jedoch haben Warsure und NEGELEIN 
in diesem Falle nicht das Nitrit analytisch nachgewiesen, sondern ledig- 
lich den ,,zeitlichen Verlauf der Verfiirbung“ der Algen bei Anaerobiose 
im ,,Nitratgemisch** mit und ohne KCN verfolgt und in beiden Fallen 
ein Absterben unter Braunfarbung festgestellt. In diesem Zusammenhang 
ist darauf hinzuweisen, dai Ankistrodesmus im ,,Nitratgemisch‘‘ bei 
Zusatz von KCN (10-*m) nach etwa 18 Std abstirbt, ohne daB es zu 
einer Nitritanhaufung kommt (KessLeR 1953), allein also auf Grund der 
Giftwirkung des KCN im unphysiologischen Milieu des_,,Nitratge- 
misches“. Daher liegt als Erklarung fir den Widerspruch zwischen War- 
BuURGs und unseren Ergebnissen die Annahme nahe, da auch WARBURGS 
Chlorella pyrenoidosa bei Anaerobiose im blausaurehaltigen ,,Nitrat- 
gemisch“ durch das Cyanid, nicht aber durch Nitrit, zugrunde gegangen 
ist. Es sei jedoch betont, daB angesichts der starken Variabilitaét der 
Nitratreduktion bei,Griinalgen die Existenz einer HCN-unempfindlichen 
pathologischen Nitritanhiufung im Sinne WaRBURGSs zwar unwahr- 
scheinlich, doch nicht vollstandig ausgeschlossen erscheint. 

Besondere Erwihnung verdient, daB unter allen untersuchten Algen 
nicht eine fahig ist, in Anaerobiose, bei Ausschaltung der aeroben At- 
mung, Nitrit zu reduzieren. Dies zeigt wieder die allgemeine Bedeutung 
des schon aus unseren Untersuchungen an Ankistrodesmus abgeleiteten 
Prinzips der weitgehenden energetischen Kopplung der Nitratreduktion 
und insbesondere des Teilprozesses der Nitritreduktion im Dunkeln an 
die aerobe Atmung. Lediglich die energetisch weniger anspruchsvolle 
Reaktion Nitrat — Nitrit kann offenbar bis zu einem gewissen Grade 
auch unabhangig von der Atmung in Anaerobiose (Chlorella ,,St*) oder 
nach dem Atmungsabfall durch beginnende Nitritvergiftung im sauren 
Bereich (Ankistrodesmus) ablaufen. — Anzeichen fitr eine Unabhingig- 
keit der Nitratreduktion bei Algen von der Atmung, wie sie von WaR- 
BuRG und NEGELEIN angenommen wurde, haben wir in keinem Falle 
gefunden (vgl. dazu auch Myurs 1949). 

DaB keine direkte Beziehung zwischen der Wachstumsgrenze im sauren 
Bereich und der pp-abhangigen Nitritanhiufung besteht, geht aus Tab. 18 
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hervor. Jedoch muB man dennoch damit rechnen, daB in einigen Fallen | 


auch die Nitratreduktion einer unter mehreren fiir die Wachstumsgrenze 
im sauren Bereich verantwortlichen begrenzenden Faktoren sein kann. 
Allerdings sind hier neben unspezifischen Schidigungen wohl in erster 
Linie die Verschlechterung der Stoffbilanz, hervorgerufen durch Steige- 
rung der Atmung und Herabsetzung der photosynthetischen Leistung 
bei zunehmender Aciditaét, und Hemmungen der Zellteilung zu nennen. 
Wir beobachteten bei Wachstumsversuchen mit Ankistrodesmus im 
sauren Bereich haufig groBe, abnorm geformte und wahrscheinlich mehr- 
kernige Zellen, wie sie bei dieser Alge vielfach unter ungiinstigen Be- 
dingungen auftreten (vgl. Prrson u. KELLNER). 

Jedenfalls zeigen unsere Untersuchungen, daB erhdhte H-Ionenkon- 
zentrationen sehr wohl in der Lage sein kénnen, spezifische Wirkungen 
im Ablauf biochemischer Reaktionen in vivo auszuiiben, und da bei 
manchen Algen das Nitrat im sauren px-Bereich im Dunkeln eine Gift- 
wirkung infolge von Nitritanhiufung hervorzurufen vermag. Somit be- 
steht nicht stets jene oft zitierte Gleichwertigkeit von Nitrat und Am- 
monsalz (z. B. ALBERTS-DreTERT 1941) als Stickstoffquellen bei Griin- 
algen. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, fiir bestimmte physiolo- 
gische Untersuchungen an Algen jeweils geeignete Versuchsobjekte aus- 
zuwahlen: Sollen Stoffwechselvorgiinge in stirker sauren Lésungen 
(pH < 4—4,5) bei Anwesenheit von Nitrat gemessen werden, so muB man 
solche Objekte wahlen, die — wie z. B. Chlorella ,,St‘‘ — keine py-ab- 


hangige Nitritanhaufung zeigen und daher eine Untersuchung unab- 


hangig von nitritbedingten Stérungen erlauben. Umgekehrt sind fiir 
Versuche in Anaerobiose, sei es zur Erforschung von Garungsvorgingen 
oder der Wirkung von O,-Entzug auf die Photosynthese, nur solche 
Algen verwendbar, bei denen keine nennenswerte Nitritanhiufung in 
Anaerobiose, verbunden mit irreversibler Schidigung der Zellen, vor- 
kommt. 

Aus der Beobachtung, da Nitratreduktion und Nitritanhaiufung nicht 
nur durch pqg-Wert und O,-Druck, sondern auch durch die Nitratkonzen- 


tration der Nahrlésung in starkem Mafe beeinfluBt werden, ergibt sich — 


die Folgerung, daB z. B. fiir Scenedesmus quadricauda Nahrlésungen mit 
mehr als etwa 8- 10~4m Nitrat zumindest bei Untersuchungen unter- 
halb von py 4—5 nicht verwendbar sind, weil man anderenfalls bei dieser 
Alge mit sehr erheblicher Nitritanhéufung rechnen muB. 

AbschlieBend kann gesagt werden, daB der Typ der py-abhingigen 
Nitritanhaéufung offenbar haufiger ist im Bereich der Griinalgen als der 
bisher allein bekannte Anaerobiose-Nitrit-Typ. Die so mannigfaltigen 
Abwandlungen im Verlauf der Nitratreduktion bei den Chlorococcales, 
ja selbst innerhalb der einen Gattung Chlorella, sind ein eindringlicher 
Beweis dafiir, daB sich erst auf Grund einer Vielzahl von Einzelbefunden 
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an verschiedenen Objekten eine allgemein giiltige Aussage tiber den 
Mechanismus einer biochemischen Reaktion bei einer groBeren Organis- 
mengruppe gewinnen 1aBt. 


Zusammenfassung. 

1. Die Nitratreduktion im Dunkeln wurde bei 4 verschiedenen Griin- 
algen (Chlorella cf. ellipsoidea, 2 Stiimme von Chlorella vulgaris, Scene- 
desmus quadricauda) vergleichend untersucht unter besonderer Beriick- 
sichtigung der Teilprozesse Nitritbildung und Nitritreduktion. Eine 
Ubersicht tiber zahlreiche Einzelbefunde bietet Tab. 18 auf Seite 452. 

2. Drei Stamme zeigen — ebenso wie Ankistrodesmus braunii — eine 
pu-abhangige Nitritanhaufung im sauren Bereich, die bei 2 Stimmen 
von Chlorella vulgaris unterhalb von py 3 bzw. px 2, bei Scenedesmus 
quadricauda dagegen bereits bei etwa px 7 einsetzt. Bei diesen Algen 
tritt im starker sauren pg-Bereich eine extreme Atmungssteigerung, 
hervorgerufen durch das angehaufte Nitrit, auf. 

3. Bei Chlorella cf. ellipsoidea kommt es demgegeniiber nur in An- 
aerobiose zu einer Anhaufung von Nitrit. Auch hier.ist die Reak- 
tion Nitrat — Nitrit — im Gegensatz zu den Angaben von War- 
BURG und NEGELEIN — sehr stark cyanidempfindlich; es handelt 
sich hier ebenfalls bei dem Nitrit um das Zwischenprodukt der normalen 
Nitratreduktion, nicht um das Ergebnis einer pathologischen Neben- 
reaktion. — Die Nitritanhaufung in Anaerobiose findet nicht nur im 
sauren ,,Nitratgemisch“ statt, sondern auch in normaler Nahrléosung; 
sie erfahrt sogar im schwach sauren bis neutralen pq- Bereich 
eine deutliche Verstarkung. 

4. Zwischen dem Extremfall pg-abhangiger Nitritanhaiufung (Scene- 
desmus quadricauda) und der Nitritanhiufung in Anaerobiose (Chlorella 
ef. ellipsoidea) sind bei den iibrigen untersuchten Staémmen alle méglichen 
Ubergange verwirklicht (vgl. Tab. 18). 

5. Beiallen untersuchten Algen gelingt es, durch experimentelle Hin- 
griffe (hohe H-Ionenkonzentration oder Anaerobiose ; fernerhin in einigen 
Fallen durch Phenylurethan oder 2,4-Dinitrophenol) den TeilprozeB der 
Nitritreduktion selektiv so stark zu hemmen, da8 es zu einer Anhaéufung 
dieses Zwischenproduktes der Nitratreduktion kommt. 

6. Anzeichen fiir eine Unabhangigkeit der Nitratreduktion von der 
aeroben Atmung, wie von WaRBURG und NEGELEIN angenommen wurde, 
wurden bei keiner der untersuchten Algen gefunden. In allen Fallen 
wird bei Ausschaltung der Atmung durch O,-Entzug der normale Ablauf 
dieser Reaktion, insbesondere des Teilprozesses der Nitritreduktion, 
unterbunden. 

7. Im Gegensatz zu allen iibrigen untersuchten Algen findet bei Chlo- 
rella cf. ellipsoidea im Dunkeln — auch im stirker sauren pr- -Bereich — 
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nur eine minimale Nitratreduktion statt. Dies ist bedingt durch eine 
Inaktivitiat der Reaktion NO’, — NO’,: Wird an Stelle von Nitrat Nitrit 
geboten, so erfolgt eine schnelle Reduktion. Kine Aktivierung der Reak- 
tion NO’, > NO’, laBt sich durch Anwendung von ,,Nitratgemisch“ oder 
durch starke Vorbelichtung in N-freier Lésung (= schwacher N-Mangel) 
erreichen. 

8. Wegen sehr starker Nitritanhiufung ist Scenedesmus quadricauda 
fiir Dunkel-Versuche in saurer Nitratnaihrlésung nicht geeignet. Erst 
durch Herabsetzung der Nitratkonzentration auf 8- 10~4m wird die 
Anhiufung von Nitrit stark vermindert. 

9. Auf die Bedeutung vergleichend-physiologischer Untersuchungen 
fiir die Auswahl geeigneter Versuchsobjekte wird hingewiesen: Z. B. ist 
Chlorella cf. ellipsoidea fir Untersuchungen des Stoffwechsels in An- 
aerobiose wegen stérender Nitritanhiufung nicht geeignet, wohl aber 
sehr gut fiir Versuche in saurer Nitratnahrlésung bei normalem O,-Druck. 
Gerade umgekehrt liegen die Verhiiltnisse bei Scenedesmus quadricauda, 
wo die sonst starke Nitritanhaufung durch O,-Entzug nahezu vollstandig 
unterbunden wird. 


Herrn Prof. Dr. A. Prrson sei fiir anregende Diskussionen, der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir finanzielle Unterstiitzung dieser Untersuchungen 
gedankt. 
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